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II. Zusammenfassung
Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronische, entzündlich-rheumatische Erkrankung. Zu
ihren charakteristischen Merkmalen gehören – neben der Entzündung – die Hyperplasie der
Synovialmembran (SM) und die Zerstörung der betroffenen Gelenke. Für die Entwicklung der
RA und die entzündliche Veränderung der SM spielen synoviale Fibroblasten eine wichtige
Rolle, da sie u. a. durch die Sekretion von Matrixmetalloproteinasen an verschiedenen pro-
inflammatorischen und pro-destruktiven Prozessen beteiligt sind. Diese Proteinasen und eine
Reihe weiterer pro-inflammatorischer Mediatoren werden maßgeblich über den
Transkriptionsfaktor AP-1 reguliert, der in der RA eine entscheidende pathogenetische Rolle
spielt. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit Untersuchungen zur Bedeutung der AP-1-
Untereinheiten cjun, junB, junD und cfos in der RA-SM durchgeführt. Dazu gehören die
Analyse der mRNA- und Proteinexpression der jun- und fos-Gene und der Einfluß mRNA-
stabilitätsmodifizierender Proteine auf die jun- und fos-mRNA-Menge. Außerdem wurde das
Auftreten von Mutationen in den Promotoren und codierenden Regionen der jun- und fos-Gene
untersucht. Anschließend wurde eine Analyse der Allelfrequenzen einiger bekannter sowie neu
identifizierter Mutationen/SNPs in der SM von Patienten mit RA durchgeführt. Als
Kontrollgruppen dienten bei diesen Untersuchungen Proben von Osteoarthrose- (OA) und
Gelenktrauma-Patienten (GT; Entzündungskontrolle), bzw. post mortem gewonnene
Normalproben.
Die durchgeführten Expressionsanalysen zeigen, daß die jun- und fos-mRNA in der RA nur in
geringen, den normalen Kontrollen entsprechenden Mengen exprimiert werden. Dies steht im
deutlichen Widerspruch zu einem großen Teil der Literaturdaten. Die Jun- und Fos-Proteine
werden in der RA hingegen in deutlich höheren Mengen synthetisiert als in NK- oder GT-
Proben. Damit liegt eine auffällige Diskrepanz zwischen der mRNA- und Proteinexpression
in der RA vor, die bisher nur vom Tumorsuppressor Maspin bekannt war.
Eine Ursache für diese Diskrepanz könnte eine veränderte Expression der mRNA-
stabilitätsmodifizierenden Proteine sein, die die Halbwertszeit der jun- und fos-mRNA
regulieren. Tatsächlich wird das mRNA-destabilisierende Protein TTP in der RA leicht erhöht
exprimiert und könnte daher zum Abbau eines Teils der gebildeten mRNA-Stränge und somit
zur geringen jun- und fos-mRNA-Menge beitragen. Das mRNA-stabilisierende Protein HuR
ist dagegen in der RA stark erhöht exprimiert und könnte deshalb die verbleibenden Stränge
stabilisieren und somit zu einer Verlängerung der Translationsdauer führen.
Interessanterweise zeigen auch die mRNA-stabilitätsmodifizierenden Proteine selbst eine
Diskrepanz zwischen ihrer mRNA- und Proteinexpression, ein möglicher Hinweis auf eine
umfassende Störung der Kopplung von Transkription und Translation in der RA-SM.
Ein weiterer Faktor, der wahrscheinlich zur geringen mRNA-Expression der jun- und fos-
Gene in der RA-SM beiträgt, ist das Auftreten einer Reihe von Mutationen und SNPs in den
Promotoren von cjun, junB und cfos. Diese Mutationen/SNPs reduzieren in
Reportergenassays die Transkription der von den entsprechenden Promotoren abhängigen
Gene um bis zu 90%, wobei dieser Effekt nicht nur bei der basalen Transkription, sondern
auch unter Stimulation zu beobachten ist. Durch den Nachweis dieser Mutationen/SNPs in der
SM und im Blut der betroffenen Patienten konnte gezeigt werden, daß es sich um Keimbahn-
Mutationen/SNPs handelt. Diese Mutationen/SNPs könnten also zu einer genetischen
Prädisposition für die RA beitragen.
Die Tatsache, daß sich trotz einer geringen mRNA-Menge eine unerwartet hohe
Proteinexpression nachweisen läßt,  könnte durch eine Umstellung der jun-/fos-Expression
von einer regulierten zu einer konstitutiven Expression erklärt werden, wie sie in der RA
bereits beschrieben wurde. Diese konstitutive Expression könnte durch eine geringe, aber
konstant vorhandene mRNA-Menge zur  erhöhten Jun-/Fos-Proteinexpression beitragen.
Bei der funktionellen Analyse des cjun-Promotors trat ein weiterer unerwarteter Befund auf:
es konnte gezeigt werden, daß der bisher in der Literatur beschriebene cjun-Kern-Promotor
nicht zur Initation der Transkription in der Lage ist, wenn ihm große Teile der nachfolgenden
5´-UTR fehlen, während die 5´-UTR auch ohne die Anwesenheit des Kern-Promotors eine
nachweisbare Genexpression initiieren kann. Hinzu kommt, daß die meisten der funktionell
aktiven Mutationen/SNPs in der 5´-UTR der jun- und fos-Gene lokalisiert sind. Dies deutet
darauf hin, daß die 5´-UTR bei der Expression der jun- und fos-Gene von größerer Bedeutung
ist, als bisher angenommen wird und soll die Grundlage für detaillierte Untersuchungen in der
Zukunft bilden.
Ausgehend von den bekannten bzw. neu identifizierten Mutationen/SNPs in den Promotoren
und den codierenden Regionen der jun- und fos-Gene wurde ein DNA-Microarray zur
Detektion dieser Mutationen/SNPs entwickelt und erfolgreich optimiert. Damit soll die
Analyse einer großen Probenzahl und damit die Identifikation von Assoziationen bestimmter
Mutationen/SNPs mit der Suszeptibilität der Patienten für die RA ermöglicht werden. Mit
diesem innovativen Werkzeug konnten bereits insgesamt 6 Mutationen/SNPs in einer
Gesamtzahl von 25 Patienten/Spendern erfolgreich analysiert werden. Aufgrund
verbleibender technischer Probleme bei einigen Mutationen, die momentan durch weitere
Optimierungsschritte beseitigt werden, war jedoch noch keine komplette Analyse aller
Patientenproben möglich. Die bisherigen Ergebnisse zeigen allerdings, daß die Unterschiede
zwischen den Allelfrequenzen der Mutationen/SNPs in den verschiedenen Patienten- und
Kontrollgruppen sehr gering sind und deshalb bis zu 500 Patienten pro Gruppe untersucht
werden müssen, um statistisch valide Ergebnisse zu erzielen. Die Planung von zukünftigen
Assoziationsstudien wird durch diese Informationen deutlich erleichtert und die Erweiterung
der bisher bestehenden Probensammlung von jeweils 200 Proben pro Gruppe wird nun
intensiv vorangetrieben.
Insgesamt konnte eine Störung der Kopplung zwischen Transkription und Translation sowie
eine Verschiebung des Expressionsmusters der jun- und fos-Gene in der RA identifiziert
werden, die wahrscheinlich vom Auftreten funktioneller Mutationen/SNPs in den Promotoren
dieser Gene bzw. von mRNA-stabilitätsmodifizierenden Proteinen beeinflußt wird und in
einer pathologisch veränderten AP-1-Funktion in der RA resultiert.
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11. Einleitung
1.1 Die rheumatoide Arthritis
Die rheumatoide Arthritis (RA), auch chronische Polyarthritis genannt, ist eine rheumatische
Erkrankung, deren Erscheinungsbild durch Entzündung, synoviale Hyperplasie und
Zerstörung der betroffenen Gelenke bestimmt wird (1). Kennzeichnend für die RA ist eine
initiale, entzündliche Veränderung der Synovialmembran (Gelenkinnenhaut, SM). Eine
primäre Dysregulation des Knorpelstoffwechsels, wie sie bei der degenerativen
rheumatischen Erkrankung Osteoarthrose (OA) vermutet wird, scheint hingegen bei der
Pathogenese der RA keine Rolle zu spielen. In den Industriestaaten sind nach bisherigen
Daten zwischen 0,5-4% der Bevölkerung von der RA betroffen. Studien neueren Datums,
welche die Erfüllung der Klassifikationskriterien positiver Rheumafaktor sowie radiologisch
nachweisbare Gelenkveränderungen voraussetzen, reduzieren diesen Prozentsatz allerdings
auf 0,15-0,6% (2). Die RA entwickelt sich in ihrem Verlauf zu einer chronischen und
systemischen Erkrankung (3), bei der in den meisten Fällen eine typische Abfolge des
entzündlichen Befalls der Gelenke zu erkennen ist. Zuerst sind die Handgelenke und die
Grund- und Mittelgelenke der Finger betroffen, später auch die Gelenke der unteren
Extremitäten, wie die Grundgelenke der Zehen oder die Kniegelenke. Im Verlauf der
Erkrankung kann sich die Entzündung auf weitere Gelenke ausdehnen. Durch die
fortschreitende Entzündung des Gewebes kommt es (u. a. durch die Abgabe von Zytokinen
aus der SM ins Blut) auch zur Ausbildung einer systemischen Komponente. Diese führt z. B.
zur vermehrten Synthese von Akutphase-Proteinen in der Leber, wie dem zur Proteinfamilie
der Pentraxine gehörenden C-reaktiven Protein (CRP), welches die
Blutkörperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG) erhöht. Anhand der Bestimmung der BSG
des peripheren Blutes kann also eine Aussage über den Grad der systemischen
Entzündungskomponente getroffen werden. Der schwere Verlauf der Erkrankung führt zu
einer verminderten Lebenserwartung und –qualität, u.a. durch persistierende Beschwerden
und eingeschränkte Mobilität. Am Anfang steht Morgensteifigkeit im Vordergrund, im
Endstadium tritt Invalidität durch ankylotische Deformation und Destruktion der Gelenke ein
(4).
Für die Gelenkdestruktion ist das sogenannte Pannusgewebe verantwortlich (5), das
sich aus der Synovialmembran bildet und sich vom Gelenkrezessus bzw. von den
Kreuzbänderansätzen über den Gelenkknorpel schiebt. Dieses Gewebe beginnt dann
zangenförmig den Knorpel und den darunter liegenden Knochen zu invadieren. Das
Pannusgewebe zeigt histologische Ähnlichkeiten mit Granulationsgewebe, es lassen sich
jedoch auch Eigenschaften von aggressiv-destruktivem, als „semi-transformiert“
bezeichnetem Bindegewebe beobachten (6).
2Bisher sind die pathogenetischen Ursachen für die Entwicklung der RA noch unverstanden
(7). Als pathogenetische Grundlagen der RA werden heute auf der einen Seite Autoimmun-
Reaktionen bzw. Fehlreaktionen gegen infektiöse Erreger, auf der anderen Seite jedoch auch
eine genetische Prädisposition diskutiert. Für eine Autoimmun-Reaktion gegen ein
arthritogenes Antigen spricht die Akkumulation von T-Lymphozyten in den betroffenen
Gelenken (7) sowie die von B-Lymphozyten lokal sezernierten Immunglobuline (6). Zu den
bisher im Rahmen der RA charakterisierten Autoantigenen gehören u. a. das
Chondrozytenmembran-Protein CH65, das von Autoantikörpern erkannt wird (8), und das in
der SM exprimierte Protein p205. Dieses Protein spielt eigentlich eine (nicht völlig
aufgeklärte) Rolle bei der Wachstumskontrolle (9), aktiviert in der RA aber autoreaktive T-
Zellen (10;11). Auch die Sekretion von Immunglobulinen, die gegen die konstante Region der
körpereigenen IgG-Antikörper (AK) gerichtet sind (sogenannte Rheumafaktoren), wird trotz
der mangelnden RA-Spezifität als ein Indiz für die Autoimmun-Pathogenese der RA
angesehen. In der RA-SM können darüber hinaus stark erhöhte Spiegel von pro-
inflammatorischen Zytokinen nachgewiesen werden. Dabei liegt ein Überschuß von
Makrophagen- (Mf-) typischen Zytokinen [z. B. Interleukin (IL) -1, IL-6, TNF-a] gegenüber
den durch T-Zellen sezernierten Zytokinen (z. B. IL-2, IL-4, Interferon g) vor (12).
Da bisher kein infektiöses Agens aus der RA-SM isoliert werden konnte, ist die These einer
infektionsabhängigen Entstehung der RA weit weniger gut zu untermauern. Deshalb wird
eher eine Autoimmun-Reaktion als Folge eines Kontaktes mit bakteriellen oder viralen
Antigenen wie z.B. Hitzeschockproteinen (Hsp) diskutiert, die zu einer immunologischen
Kreuzreaktion mit körpereigenen Antigenen führt (2). Hinweise darauf bieten aus der
Synovialflüssigkeit isolierte Immunglobuline und T-Lymphozyten, die gegen das Hsp 65 von
Mycobacterium tuberculosis gerichtet sind und die eine Kreuzreaktion mit dem stark
homologen humanen Hsp 60 zeigen (2). Allerdings konnte ein Vorkommen dieser
kreuzreagierenden AK auch bei anderen Erkrankungen rheumatischer Natur bzw. bei an
Tuberkulose erkrankten Patienten und sogar bei gesunden Personen nachgewiesen werden
(13). Eine Spezifität für die RA ist in diesem Fall also nicht gegeben. Einen weiteren Auslöser
für mögliche Kreuzreaktionen könnte die konservierte Aminosäure- (AS) Sequenz QKRAA
darstellen, die sich nicht nur in den zum „major histocompatibility complex“ (MHC)
gehörenden „human leukocyte antigen“- (HLA) Subtypen  findet, sondern auch in
bakteriellen Proteinen (Streßprotein Dna J; 14) und viralen Proteinen auftritt
(Membranprotein Gp 110 des Eppstein-Barr-Virus, 2;15). Wegen ihres ubiquitären Auftretens
wird diese AS-Sequenz auch als „shared epitope“ bezeichnet. Die Präsentation eines Peptides
bakterieller/viraler Herkunft mit dieser AS-Sequenz durch MHC-II-Moleküle könnte also zu
einer Autoimmun-Antwort führen, die diese Sequenz sowohl in Bakterien/Viren als auch in
3humanen Proteinen (den HLA-Subtypen) kreuzreaktiv erkennt (16). Gestützt wird diese These
durch den Nachweis viraler Proteine in der Synovialflüssigkeit - wie des „latent membrane
protein 1“ des Eppstein-Barr-Virus (EBV; 17) – und die erfolgreiche Isolierung von EBV-
infizierten SFB aus der SM von RA-Patienten (7;18).
Für eine Beteiligung von genetisch prädisponierenden Faktoren an der Entstehung und dem
Fortschreiten der RA spricht vor allem die Korrelation zwischen dem Auftreten (und der
Schwere) der RA und der Expression bestimmter HLA-Subtypen (2). HLA-Moleküle gehören
zum MHC und unterliegen starken Polymorphismen. Sie werden in vier verschiedenen MHC-
Haplotyp-Komplexen (A, B, C und D) vererbt, welche wiederum mehrere verschiedene HLA-
Allele enthalten, die in verschiedenen HLA-Subtypen exprimiert werden (19). Das für die
genetische Determination der RA bedeutsamste Allel ist das HLA-DR4 und seine Subtypen,
die an den Aminosäurepositionen 70-74 der dritten hypervariablen Region der HLA-DRB1-
Kette ebenfalls über die o. g. „shared-epitope“-Sequenz verfügen. Ein Beispiel für einen
solchen HLA-DR4-Subtyp ist HLA-DRB1*0401; es tritt bei RA Patienten auf einem Allel zu
50% und auf dem anderen Allel zu 27% auf, während man es in gesunden Kontrollgruppen
nur zu 14% bzw. 7% findet (2). Als weitere mögliche genetische Grundlage der RA gilt ihre
Assoziation mit bestimmten Polymorphismen, die sich im TNF-a-Promotor (20) sowie in den
regulatorischen Regionen weiterer Gene befinden (siehe 1.8).
Neben den genannten (potentiellen) Faktoren liegt außerdem ein hormoneller Einfluß
auf die Entstehung und Entwicklung der RA nahe, da zwei- bis dreimal mehr Frauen von
dieser Erkrankung betroffen sind als Männer (2). Dies spiegelt sich in Untersuchungen wider,
die im Modell der humanen Eierstock-Follikel-Atresie  zeigen konnten (21), daß Östrogene
eine anti-apoptotische Wirkung auf Zellen ausüben (22). Dadurch könnte eine Eliminierung
von Zellen unterdrückt werden, die während der Entwicklung der RA aktiviert werden und
zur Entzündung beitragen, wie z. B. Leukozyten oder synoviale Fibroblasten (SFB; siehe 1.2
und 1.3). Eine Induktion von Apoptose konnte hingegen für Androgene  nachgewiesen
werden (22).
1.2 Die Bedeutung der Synovialmembran für die Pathogenese der RA
 Die SM besteht aus einer ein- bis zweilagigen Deckzellschicht (Intima) - die Mf-ähnliche,
histiozytäre Zellen (Typ A) und fibroblastäre Zellen (Typ B) enthält - und aus einer
Subintima, in der Fibroblasten und Neuronen sowie die Blut- und Lymphgefäße der Membran
vorliegen (5;23). In der Subintima läßt sich darüber hinaus eine erhöhte Anzahl von
(eingewanderten) T-Zellen und Mf nachweisen, die lymphoide Aggregate bzw. diffuse
Infiltrate bilden (24-26).
Mit fortschreitender RA entwickelt sich die Deckzellschicht der SM zu einem
mehrschichtigen System, welches schließlich bis zu zehn Zellschichten umfassen kann (27).
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lokal ansässigen SFB) ist nicht abschließend geklärt. Eine Infiltration von Immunzellen sowie
eine verstärkte Angiogenese kann in der Subintima nachgewiesen werden (6). So ist für eine
akute Synovitis die Bildung diffuser entzündlicher Infiltrate und lymphoider Aggregate in der
Subintima kennzeichnend (27), die in Verbindung mit neugebildeten Blutgefäßen stehen. Für
die Entstehung und Entwicklung der RA sind insbesondere die fibroblastären Zellen der
Deckzellschicht von Bedeutung, da sie für die Knorpel- und Knochendestruktion
verantwortlich zu sein scheinen (28). So läßt sich in der Deckzellschicht ein gegenüber der
Subintima signifikant erhöhter Spiegel an Serin-, Cystein- und Metalloproteinasen feststellen
(29), die wahrscheinlich ursächlich an der Gelenkdestruktion beteiligt sind und deren
Sekretion eindeutig den SFB zugeordnet werden kann (23). Die ebenfalls erhöht exprimierten
pro-inflammatorischen Zytokine IL-1 und TNF-a (29) werden hingegen vorwiegend von
(eingewanderten) Mf  produziert. Verschiedene Wachstumsfaktoren und Zytokine [z. B. der
„vascular endothelial growth factor“ (VEGF; 30) und IL-15 (31)] werden darüber hinaus von
Endothelzellen sezerniert, die auf diese Weise ebenfalls zur Aufrechterhaltung und
Verstärkung der entzündlichen Prozesse beitragen (32).
Somit sind bei Untersuchungen zur Pathogenese der RA alle am Aufbau der SM
beteiligen Zelltypen von Interesse. Besonders wichtig sind aber die SFB, da sie eine zentrale
Rolle in der Entstehung und Entwicklung der RA einnehmen.
1.3 Die Bedeutung der SFB für die Pathogenese der RA
Die SFB sind für die Pathogenese der RA von entscheidender Bedeutung, da sie durch
verschiedene pro-inflammatorische und pro-destruktive Produkte an der Gelenkentzündung
und –destruktion beteiligt sind. So sezernieren sie die für die Gelenkdestruktion
verantwortlichen Matrixmetalloproteinasen (MMPs; 2), wie z. B. MMP-1 (interstitielle
Kollagenase) und MMP-3 (Stromelysin; 33). Die SFB sezernieren zwar auch Inhibitoren der
MMPs (Tissue Inhibitor of Matrixmetalloproteinases, TIMPs), z. B. den mit MMP-1 und
MMP-3 interagierenden TIMP-1 (34), aber trotzdem ist das normale Gleichgewicht zwischen
diesen beiden Molekülgruppen in der RA gestört, so daß die TIMPs die Gelenkdestruktion
durch die MMPs nicht verhindern können (23).
Ein weiteres, für die RA-Entwicklung interessantes Phänomen ist die überschießende
Sekretion der Kollagene der Typen I und III durch SFB, welche zu einer Fibrosierung der
Gelenke im Verlauf der fortschreitenden Gelenkdestruktion führen (35). Die SFB zeigen in
der RA also mehrere, für die Pathogenese relevante Veränderungen. Neben den schon
genannten Abnormitäten weisen die SFB noch weitere Besonderheiten auf:
51. Morphologische Ähnlichkeiten mit entarteten Zellen in malignen
Bindegewebstumoren (36),
2. numerische und strukturelle Chromosomen-Aberrationen (37;38;39),
3. fokale Expression verschiedener Proto-Onkogene (35;40-42),
4. Produktion pro-inflammatorischer Zytokine und gewebsdestruierender Enzyme (23),
5. Erosion von Knorpel und Knochen nach Transfer in die Gelenke von SCID-Mäusen
(43;44),
6. In vitro „Anchorage-independent growth”.
Der letzte Punkt ist allerdings nicht für RA-SFB spezifisch, da auch frühe Passagen von
normalen humanen SFB unter den gleichen Bedingungen (platelet-derived growth factor-
(PDGF-) Zusatz im Medium) ein ähnliches Verhalten zeigen (45). Die Ursache für die „Teil-
Entartung“ der SFB in einem aktivierten, aggressiv-destruktiven Phänotyp ist bislang nicht
geklärt, doch sind prinzipiell zwei verschiedene Wege der Aktivierung denkbar:
1. Eine Aktivierung als Folge einer exogenen Stimulierung durch Mediatoren von Mf, T-
Zellen oder Neuronen (6).
2. Eine Aktivierung als Folge einer endogenen Stimulierung durch genetische
Veränderungen, z. B. Mutationen von Schlüsselsequenzen oder die Integration von
retroviralen Sequenzen (46;47).
Die möglichen Ursachen für die SFB-Aktivierung und ihre potentielle Rolle für die
Pathogenese der RA sind in Abbildung 1 schematisch dargestellt.
Abbildung 1: Die zentrale Rolle der SFB in der RA (nach R. W. Kinne)
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6Direkte Hinweise auf die Bedeutung genetischer Veränderungen bei der SFB-Aktivierung
ergeben sich aus dem Nachweis von Mutationen in verschiedenen regulatorischen Genen, wie
z.B. p53 oder h-ras in der entzündeten SM bzw. in SFB (48;49). Der Nachweis von p53-
Mutationen dominant-negativen Charakters verdeutlicht, daß diese Mutationen auch
funktionelle Auswirkungen auf die Zellen bis hin zum Funktionsverlust des betroffenen
Gens/Proteins haben können (46). Weiterhin konnte in SFB eine erhöhte Expression von
Proto-Onkogenen wie c-myc (50), cjun, cfos und junB gezeigt werden (35;51), wobei für die
jun- und fos-Moleküle allerdings widersprüchliche Expressionsdaten vorliegen (40;50;52;53,
siehe auch 1.5). Da diese Moleküle Komponenten des Transkriptionsfaktors AP-1 sind, der
eine große Rolle bei proliferativen und transformierenden Prozessen spielt (54), ist die
Untersuchung ihres Expressionsverhaltens in der RA besonderem Interesse. Neben einer
Vielzahl von pro-inflammatorischen Molekülen werden die an der Gelenkdestruktion
beteiligten MMP-1 und MMP-3 (sowie weitere MMPs) ebenfalls über AP-1 reguliert (55;56).
Dies verdeutlicht zusätzlich die potentiell wichtige Rolle von AP-1 und seinen Komponenten
für die Gelenkdestruktion in der RA.
1.4 Der Transkriptionsfaktor AP-1
Transkriptionsfaktoren bestehen aus einer oder mehreren assoziierenden Untereinheiten, die
in der Lage sind, über DNA-bindende Proteindomänen an bestimmte DNA-Sequenzen in den
Promotoren oder anderen regulatorischen Regionen ihrer Zielgene zu binden. Nach der
Bindung eines Transkriptionsfaktors verstärkt (oder inhibiert) dieser die Transkription des
jeweiligen Zielgens durch Protein-Protein-Interaktionen mit anderen Transkriptionsfaktoren
oder eine Änderung der Tertiär- und Quartärstruktur der DNA, die die Bindung weiterer
Faktoren beeinflußt (57).
Der Transkriptionsfaktor AP-1 ist ein Homo- oder Heterodimer aus Proteinen der Jun-
Familie, deren wichtigste Dimerisierungspartner aus der Familie der Fos-Proteine stammen.
Zur Jun-Familie gehören die Proteine cJun, JunB und JunD; die Fos-Familie besteht neben
cFos, dem Hauptvertreter der Familie, aus den Molekülen FosB, „Fos-related antigen“ (Fra) 1
und Fra 2. Einige Charakteristika dieser Gene können der Tabelle 1 auf der folgenden Seite
entnommen werden.
Die Dimerisierung der Jun- und Fos-Proteine wird durch eine c-terminale „Leucine-
Zipper“ Domäne vermittelt. Dabei werden nur Jun-Homo- oder Jun/Fos-Heterodimere
gebildet, die Bildung von Fos-Homodimeren findet nicht statt. Durch die Dimerisierung wird
zudem die Translokation des Transkriptionsfaktors aus dem Zytoplasma in den Kern
ermöglicht (58).
7Tabelle 1: Charakteristika der jun- und fos-Proto-Onkogene.
Gen genomische
Lokalisation
codierende Region
(in bp)
GC-Gehalt (in
%)
Introns Protein (AS)
cjun 1p32-1p31 996 56 keine 332
junB 19p13.2 1044 61 keine 348
junD 19p13.1-19p12 1044 70 keine
1. Startcodon:
348
2. Startcodon:
340
cfos 14q24.3 1143 48 3 381
In der Nachbarschaft der „Leucine-Zipper-“ Domäne befindet sich in jedem Jun- und Fos-
Molekül eine basische Region (54). Die basischen Domänen der beiden AP-1-bildenden
Komponenten liegen nach der Dimerisierung in einer für die DNA-Bindung günstigen
Konformation vor und sind für die Bindung des Transkriptionsfaktors an die DNA
verantwortlich (59). AP-1 assoziiert mit der DNA an verschiedenen Bindungsstellen, wie dem
„TPA response element“ (TRE, Konsensussequenz: TGACTCA) oder dem “cAMP
responsive element“ (CRE, Konsensussequenz: TGACGTCA) in den Promotoren seiner
Zielgene (60). Das TRE wird dabei meist von „klassischen“ AP-1-Komplexen aus Jun- und
Fos-Untereinheiten gebunden, während das CRE von AP-1-Komplexen bevorzugt wird, die
neben einer Jun- oder Fos-Untereinheit einen weiteren Faktor enthalten, der nicht zur Jun-
oder Fos-Familie gehört (z. B. Maf oder ATF, siehe 1.5.5; 61). Die als Transaktivierung
bezeichnete Stimulierung der Transkription von Zielgenen erfolgt dabei einerseits durch eine
Interaktion zwischen AP-1 und anderen Transkriptionsfaktoren, z. B. Proteinen der „E26
transformation specific“-Familie (Ets; 62) oder den Transkriptionsfaktor IID (TF IID; 63;64).
Andererseits ist die Transaktivierung wahrscheinlich auch von einer Biegung der DNA durch
AP-1 abhängig (65;66), die Interaktionen zwischen weiteren Transkriptionsfaktoren
ermöglicht.
Die Transaktivierungsaktivität der Fos-Proteine wird durch zwei voneinander
unabhängige, jedoch benachbarte und kooperativ agierende N-terminale Regionen vermittelt,
während Jun-Proteine nur über eine dieser Regionen verfügen (59). Diese Regionen sind auch
für die transformierenden Eigenschaften einiger Jun- und Fos-Proteine verantwortlich (67). In
cJun/cFos-Heterodimeren wird eine Modulation der Transaktivierungsaktivität durch weitere
regulatorische Regionen hervorgerufen, die zu einer Begrenzung der kooperativen
Transaktivierungsaktivitäten der beiden Dimer-Untereinheiten führen (59).
8Ausgehend von in vitro Versuchen kann dabei den regulatorischen Sequenzen der cJun-
Untereinheiten ein stärkerer Einfluß auf die Stimulierung der Transkription zugerechnet
werden. Die cFos-Komponente wirkt sich hingegen durch eine  Inhibition der Transkription
eher einschränkend auf die kooperative Transaktivierungsaktivität von cJun/cFos-
Heterodimeren aus (59). In Abbildung 2 ist die Proteinstruktur der Jun- und Fos-Proteine (A)
und ihre Bindung an die DNA (B) schematisch dargestellt.
Abbildung 2: (A) Proteinstruktur der Jun- und Fos-Proto-Onkoproteine und
(B) Bindung klassischer und nicht-klassischer AP-1-Komplexe an die DNA
[modifiziert nach (68)].
Zu den (ca. 1000) AP-1-abhängigen Genen gehören u. a. die für die RA interessanten
Proteasen MMP-1 und MMP-3 (55;56), aber auch die für den Zellzyklus wichtigen Gene wie
Cyclin D, was die Bedeutung des AP-1-Komplexes für die G0-/G1-Transition erklärt (69).
Interessanterweise konnte in der RA-SM eine erhöhte Bindungsaktivität von AP-1 an die
DNA nachgewiesen werden. Diese erhöhte Bindungsaktivität ist dabei sowohl von der
Expression von cjun und cfos abhängig (70), als auch von der Beteiligung weiterer,
streßinduzierter Faktoren, z. B. dem Hitzeschockprotein HSP90 (71).
TAD: Transaktivierungsdomäne
DBD: DNA-Bindungsdomäne
LZB: Leuzin-Zipper-Domäne
N: Aminoterminus
C: Carboxyterminus
91.5 Untereinheiten des Transkriptionsfaktors AP-1
Die Expression aller Jun- und Fos-Proteine (mit Ausnahme von JunD) kann innerhalb von
Minuten durch Phorbolester, Serum, verschiedene Wachstumsfaktoren und Zytokine
ausgelöst werden, weshalb sie als „immediate-early response“ Gene bezeichnet werden (54).
Zu den jun/fos-stimulierenden Wachstumsfaktoren und Zytokinen gehören u. a. das „growth
hormon“ (GH; 72), der „nerve growth factor“ (NGF; 73), PDGF und der „transforming
growth factor b“ (TGF-b; 74)] bzw. IL-1, IL-17 oder TNF-a (75;76). Weitere
streßinduzierende Stimuli, die zur verstärkten Expression und/oder Aktivierung dieser Proto-
Onkogene führen sind g- (77), Röntgen- (78) und UV-Strahlung (79). Hinzu kommen Hitze-
oder osmotischer Schock (77;80) sowie Druck und Zug (81). Außerdem ist bekannt, daß auch
einige Hormone zur Induktion von Mitgliedern der jun- und fos-Genfamilien in der Lage sind.
So führt das Thyrotropin-freisetzende Hormon (thyrotropin releasing hormone, TRH), das in
der RA auch an der erhöhten Freisetzung von Hormonen beteiligt ist (82), zur Induktion von
cfos und junB (83). Die Strukktur der jun- und fos-Promotoren und die wichtigsten der an der
jun- und fos-Genexpression beteiligten Transkriptionsfaktoren können der Abbildung 3 auf
der folgenden Seite entnommen werden.
Sowohl die nach der Induktion gebildete mRNA als auch die Proteine der jun- und
fos-Familien weisen insgesamt relativ kurze Halbwertszeiten (HWZ) auf, wodurch die
Wirkung von AP-1 auf die Expression AP-1-abhängiger Gene zeitlich begrenzt wird. Für die
mRNA konnten HWZ von 10 bis 20 min nachgewiesen werden (84), für die Proteine HWZ
von 10 bis 60 min (54;85), wobei die HWZ der Proteine jedoch nach starker Stimulierung (z.
B. mit 20% FCS) verlängert werden kann (69). Die längste mRNA- bzw. Protein-HWZ zeigt
dabei junD, da die junD-mRNA lediglich über ein einziges AU-reiches Element (ARE)
verfügt, das für die mRNA-Degradation verantwortlich ist (86). Die cfos-mRNA enthält
dagegen drei ARE (87) und die c-jun-mRNA drei lange ARE-Domänen (88;89, siehe auch
1.6). Außerdem wird das JunD-Protein nicht wie z. B. cJun einer Multiubiquitinylierung
unterworfen, die zur Proteindegradation führt (90).
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Abbildung 3: Promotorstruktur der jun- und fos-Gene [modifiziert nach (91)].
Schwarze Pfeile: Transkriptionsstartpunkte, rote Pfeile: Translationsstartpunkte; um Ungenauigkeiten in den
Positionsangaben aufgrund widersprüchlicher Daten über den Transkriptionsstart zu vermeiden, wurde der
Translationsstart als Position +1 definiert. TATA: TATA-Box, bindet TATA-Box-bindendes Protein (TBP);
TRE: bindet AP-1; CAAT: CAAT-Box, bindet u. a. „CAAT enhancer binding protein“ (C/EBP); SP1: SP1-Box,
bindet „specificity protein 1“ (SP1); NF-1: bindet „nuclear factor 1“ (NF-1); Jun: bindet Jun/NF1-Dimere; IR:
„inverted repeat“, vermittelt Induktion durch Phorbolester und Proteinkinase A; GC-rich: GC-reiche Region,
bindet u. a. Egr-1 und SP1; CRE: bindet „nicht-klassische“ AP-1-Dimere; STAT: STAT-Box, bindet STATs;
Oct: Octanukleotid-Sequenz, bindet u. a. „Octamer transcription factor 1“ (OTF-1); SRE: „serum response
element“, bindet „serum response factor“ und „ternary complex factor“ (68;92-96).
Die Aktivierung der Jun-Proteine erfolgt vor allem durch Phosphorylierung. Die
Phosphorylierung von cJun und JunD wird durch die zur Familie der „stress-“ oder „mitogen-
activated protein kinases“ (SAPK/MAPK) gehörenden „Jun N-terminal kinase“ (JNK)
bewirkt, die über den MAPK-Signaltransduktionsweg aktiviert wird (siehe Abbildung 4, Seite
12; 97-99). cJun verfügt über eine entsprechende Domäne für die Bindung zur JNK, die
sogenannte d-Domäne (100-102). JunB wird hingegen hauptsächlich durch Kinasen aktiviert,
die zur Familie der „extracellular signal-regulated kinases“ (ERK) gehören (103). cFos wird,
wie JunB, über den ERK-Signaltransduktionsweg aktiviert und von den ERK-abhängigen
Serin/Threonin-Kinasen p90RSK oder Fos-Kinase phosphoryliert (siehe Abbildung 4, Seite
12; 73;104). Tatsächlich verfügen sowohl JNK als auch ERK in RA über eine pathologisch
erhöhte Aktivität (105;106), wahrscheinlich in Abhängigkeit von der Induktion durch pro-
inflammatorische Zytokine wie IL-1 (106), mit der Folge einer verstärkten Phosphorylierung
TATACRESTAT NF1SRE TRE
       -500             -465      -445                       -185                   -215     -184
-155 +1
cfos
TATACAAT TREOctSP1TRE
+1
junD     -329                                                            -243   -232   -221    -208    -185    -162
-139
TATACAAT IRGC-richCRESTAT
+1
junB  -429   -416                      -370       -347  -342   -329     -314
-290
TATATRE TATACAATTRE SP1Jun
+1
cjun
-973
-1153             -1103  -1083     -1061   -1037 -1026   -1001
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und Aktivierung von Jun (und Fos; 52;105). Die wichtigsten der zur Expression und
Aktivierung der jun- und fos-Gene führenden Signaltransduktionswege sind in Abbildung 4
auf der folgenden Seite vereinfacht dargestellt.
Die Komposition der AP-1-Komplexe wirkt sich darüber hinaus auch auf ihre Stabilität aus,
da aus Jun und Fos gebildete Herterodimere stabiler als Jun-Homodimere sind, was zu einer
verlängerten Bindung von Heterodimeren an die DNA führt (60). Die konkrete
Zusammensetzung der AP-1-Komplexe entscheidet auch über ihre Spezifität für verschiedene
Bindungssequenzen (107). So weist von zwei AP-1-bindenden Sequenzen im MMP-1-
Promotor die erste eine erhöhte Affinität für die Bindung von AP-1-Faktoren auf, die cFos
und JunD enthalten. Die zweite Sequenz hingegen wird von Fra-2-enthaltenden Dimeren
bevorzugt (55). So können verschiedene zelluläre Prozesse, wie z. B. Proliferation oder
Differenzierung, über eine Verschiebung in der AP-1-Zusammensetzung und die sich daraus
ergebende Änderung der exprimierten Zielproteine gesteuert werden (108;109). Eine
Änderung im Expressionsprofil der jun- und fos-Gene, die in einer veränderten
Zusammensetzung der vorherrschenden AP-1-Komplexe resultiert, könnte auf diese Weise zu
einer verstärkten oder reduzierten Expression verschiedener Gene führen und zur Pathogenese
von Erkrankungen wie der RA beitragen.
Für die AP-1-getriebene Expression aller AP-1-abhängigen Gene ist es deshalb von
entscheidender Bedeutung, in welcher Zusammensetzung und Menge die jeweiligen AP-1-
Komplexe vorliegen und über welche AP-1-bindenden Sequenzen die Promotoren der
Zielgene verfügen. Dies äußert sich z. B. in der Verfügbarkeit und Stabilität des Komplexes,
der Affinität des vorliegenden Komplexes für eine bestimmte Bindungsstelle und der
Stabilität der Bindung des Komplexes an die DNA; (60;110). Hinzu kommt die Kooperation
mit anderen Promotorelementen, die ebenfalls von TPA- oder Zytokin-induzierten
Transkriptionsfaktoren gebunden werden und die zur Modulation der Stärke der AP-1-
abhängigen Expression beitragen (111, siehe auch 1.5.4).
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Abbildung 4: Wichtige Signaltransduktionswege zur Aktivierung von Jun und Fos.
Schwarze Pfeile: Aktivierung, grüne Pfeile: Assoziation, rote Pfeile: Translokation; grb: growth factor receptor-
binding protein (Grb-2), shc: src-homology-2 (SH-2) domain-containing protein, sos: Guaninnukleotid-
Austauschfaktor für Ras („son-of-sevenless“), Ras: kleines GTP-bindendes Protein Ras („rat sarcoma“), Raf:
MEKK-/MEK-aktivierende Protein-Kinase Raf, MEKK: MEK-Kinase, MKK: MAPK-Kinase, JNK: Jun N-
terminale Kinase, PI3K: Phosphatidyinositol-3-Kinase, MEK: MAPK- oder ERK-Kinase, ERK: extracellular-
regulated kinase, FosK: Fos-Kinase, p90RSK: Serin/Threonin-Kinase p90RSK.
Zum Expressionsprofil der jun/fos-Gene in der RA existieren widersprüchliche Daten. In
einer Reihe von Studien konnte ein erhöhtes Expressionsniveau von jun-/fos-mRNA in der
RA-SM (52) und SFB (50) nachgewiesen werden. In anderen Studien konnten diese
Ergebnisse hingegen nicht bestätigt werden (40;53). Allerdings stützt die begrenzte
Lokalisation von cfos mRNA in der SM-Deckzellschicht (53) und an der Knorpel-Pannus-
Grenze (29) eher die Vermutung einer eingeschränkten Expression von jun- und fos-Proto-
Onkogen-mRNA in der RA-SM. Da bisher also noch unklar ist, wie stark die einzelnen jun-
und fos-Moleküle in der RA exprimiert werden, bedarf diese Frage der weiteren Klärung.
Dies ist vor allem deshalb von Bedeutung, weil sich die verschiedenen Jun- und Fos-Proteine
unterschiedlich auf die Expression ihrer Zielgene auswirken und damit auf verschiedenen
Wegen die RA-Entwicklung beeinflussen können.
13
1.5.1 Biologische Eigenschaften von cJun und cFos
cJun und cFos (Strukturen siehe Abbildung 2A auf Seite 8), sein wichtigster
Dimerisierungspartner aus der fos-Genfamilie, besitzen als Transkriptionsfaktor-Proteine
einen eindeutig aktivierenden Charakter. So führt die Transfektion von Zellen mit cjun, wie
auch die Co-Transfektion von c-jun und c-fos, zu einer verstärkten Aktivierung AP-1-
abhängiger Gene sowie einem onkogen transformierten Phänotyp der Zellen (94;112) und
stellt darüber hinaus eine notwendige Voraussetzung zur Immortalisierung der Zellen dar
(113). Mit cjun-transfizierte Fibroblasten sind außerdem in der Lage, in Medium mit
geringem Serumanteil zu wachsen und auf Agarflächen Kolonien zu bilden („anchorage-
independent growth“) und zeigen ein erhöhtes Maß an Motilität und Invasivität (114;115),
was ebenfalls für transformierte Zellen charakteristisch ist (67). Bei cfos-transfizierten
Chondrozyten konnte eine deutliche Erhöhung der für die RA-Progression wichtigen MMP-
Produktion bei gleichzeitiger Reduktion der TIMP-Synthese nachgewiesen werden (116), was
den Einfluß von cFos auf den Gewebe-Umbau zeigt. Der positive Effekt auf proliferative
Prozesse konnte für cfos u. a. durch den Einsatz von Antisense-Oligonukleotiden (117;118)
und für cjun durch knock-out-Experimente in Mausfibroblasten gezeigt werden (119). Beide
Ansätze führen zur Inhibition der Fibroblasten-Proliferation
Die große Bedeutung von cfos und cjun für alle proliferativen Prozesse lässt sich auch
in Tiermodellen bestätigen. Diese vermitteln zwar nur ein artifizielles Bild von der Rolle der
Jun- und Fos-Proteine in humanen Zellen/Geweben, ermöglichen aber doch wichtige
Rückschlüsse auf ihre allgemeinen Funktionen. So sind cfos-knock-out-Mäuse zwar
lebensfähig, zeigen aber schwere Wachstums- und Entwicklungsstörungen sowie Störungen
im Gewebeumbau und bei der Gewebedifferenzierung, vor allem in der Knochenentwicklung
und der Blutbildung (120). Allerdings zeigen solche Mäuse auch eine geringere Neigung zur
Bildung von malignen Tumoren (121). Mäuse die einen cfos-knock-out auf nur einem Allel
aufweisen entwickeln sich hingegen normal (120). Ein Knock-out des Gens cjun stört die
embryonale Entwicklung der Maus so nachhaltig, daß derartige Mäuse ihre Entwicklung nicht
vollenden und während der Embryonalentwicklung zwischen dem 12. und 13. Tag sterben
(122).
1.5.2 Biologische Eigenschaften von JunB
Das Proto-Onkoprotein JunB (Struktur siehe Abbildung 2A auf Seite 8) zeigt in seinen
biologischen Eigenschaften ein weniger eindeutiges Bild, da es gleichermaßen über
aktivierende und deaktivierende Eigenschaften verfügt. So zeigen junB-transfizierte Zellen
zwar auch einige Merkmale transformierter Zellen, da sie ebenfalls auf Agarflächen Kolonien
bilden, jedoch in geringerem Maße als cjun-transfizierte Zellen (67;119). Im Gegensatz zur
Transfektion mit cjun befähigt eine Transfektion von Fibroblasten mit junB die Zellen nicht
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zu Wachstum in Medium mit geringer Serumkonzentration (67) bzw. bewirkt keine
Immortalisierung (113). Wird junB mit cjun und c-H-ras co-transfiziert, ist der transformierte
Phänotyp der betroffenen Zellen deutlich schwächer ausgeprägt, als bei einer Transfektion
ohne Beteiligung von junB (94). In diesem Fall hemmt JunB also die Transformation durch
cJun und c-H-Ras. Die Transaktivierungsaktivität von cjun- und cfos-enthaltenden AP-1-
Komplexen wird durch junB ebenfalls reduziert (94), jedoch nicht völlig neutralisiert (123).
Für den Einfluß von JunB auf Proliferation und Differenzierung gibt es in der Literatur
widersprüchliche Daten. So scheint JunB in der Lage zu sein, die aktivierenden Eigenschaften
von cJun in der Entwicklung der Maus und der Proliferation muriner Zellen in cjun-knock-
out-Modellen zu substituieren (124). Außerdem zeigen Versuche mit junB-knock-out-
Mäusen, daß JunB für die allgemeine Entwicklung unverzichtbar ist, da diese Mäuse nicht
entwicklungsfähig sind und zwischen dem 8. und 10. Tag der Embryonalentwicklung sterben
(125). Mäuse mit einer induzierbaren Hemmung der junB-Expression sind zwar lebensfähig,
weisen aber deutliche Defekte in der Entwicklung und Proliferation von Osteoblasten und
Osteoklasten auf (126), was die zentrale Bedeutung von junB für eine normale Entwicklung
vieler Zelltypen zeigt. Auf der anderen Seite konnte gezeigt werden, daß JunB durch die
Induktion des Cyclin-abhängigen Kinase-Inhibitors p16INK4a die Proliferation primärer
muriner Zellen hemmt (127). JunB ist also in der Lage, in Abhängigkeit von seinen
Bindungspartnern und dem jeweiligen Zellzustand sowohl aktivierende als auch
deaktivierende Aufgaben zu übernehmen.
1.5.3 Biologische Eigenschaften von JunD
Während die Expression der anderen Jun- und Fos-Proteine durch verschiedene Stimuli (wie
Phorbolester und Zytokine) induzierbar ist, ist junD (Struktur siehe Abbildung 2A auf Seite 8)
einer Stimulierung gegenüber nahezu unempfindlich (54) und wird in den meisten Zellen
konstitutiv exprimiert (86;128), wahrscheinlich auf der Basis positiver und selektiver
Autoregulation durch JunD-Homodimere (93). Interessanterweise wurde unter Einfluß von
TPA (12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Azetat) sogar eine Expressionsreduktion eines
Reporterkonstruktes mit einem humanen junD-Promotor beobachtet (92), die bei den anderen
jun- und fos-Genen zu einer Stimulierung der Genexpression führt.
JunD weist im Gegensatz zu cFos und cJun bei der Transfektion von Fibroblasten
keinerlei transformierende Eigenschaften auf (67;129;130). Bei einer Überexpression von
murinem JunD in NIH-3T3-Zellen wurden sogar eine Suppression der Proliferation und eine
deutliche Verminderung eines durch k-ras-Transfektion herbeigeführten transformierten
Phänotyps beobachtet. Außerdem sind erhöhte JunD-Protein-Spiegel in Maus-Fibroblasten
während der Zellzyklus-Ruhephasen (G0 und G1) zu beobachten (131), was möglicherweise
für eine Hemmung der Zell-Proliferation durch JunD spricht.
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JunD-Proteine konnte in bisherigen Untersuchungen nicht oder nur in sehr geringen
Mengen in histologischen Schnitten von RA-Patienten nachgewiesen werden (35). In RA-
SFB konnte bei einer Überexpression von JunD sogar eine Suppression der Proliferation
sowie eine Inhibierung der Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen (IL-6) und
Proteasen (MMP-1) gezeigt werden (132). Dieser eher deaktivierende Charakter von JunD
konnte auch im Mausmodell durch knock-out-Experimente gezeigt werden, da junD-negative
Mäuse keine Proliferationsdefizite zeigen, dafür aber über abnorme TNF-a-Spiegel und eine
verminderte Proliferationskontrolle verfügen (133). JunD weist also eindeutig deaktivierende
Eigenschaften auf, während die anderen Mitglieder der Jun-/Fos-Familien hauptsächlich über
aktivierende Eigenschaften verfügen.
1.5.4 Weitere strukturverwandte Dimerisierungspartner und Kooperation mit
weiteren Transkriptionsfaktoren
Die Jun- und Fos-Proto-Onkogene können auch mit vielen anderen Transkriptionsfaktoren
dimerisieren, sofern diese ebenfalls zur Gruppe der basischen „leucin-zipper-“ Proteine
gehören. Dazu zählen u. a. die „Jun dimerization partners“ (JDP1 und JDP2), die „activating
transcription factors“ (ATF2, ATF3, B-ATF), und die Proteine der „musculoaponeurotic
fibrosarcoma oncogene“ (Maf-) Familie, die entweder mit cJun- und cFos (c-Maf, Nrl) oder
nur mit cFos dimerisieren können (MafB, MafF, MafG, MafK; 61;110). Je nach
Zusammensetzung weisen diese „nicht-klassischen“ AP-1-Komplexe verschiedene
Stabilitäten auf und bevorzugen bestimmte DNA-Bindungssequenzen, die sich z. T. deutlich
von den jeweiligen Konsensus-Sequenzen der TRE und CRE unterscheiden können
(107;134;135). Da im Rahmen dieser Arbeit aber die Analyse der „klassischen“ AP-1-
Komplexe im Vordergrund stehen sollte, wurden die „nicht-klassischen“ Komplexe nicht
untersucht.
Der Transkriptionsfaktor AP-1 ist jedoch nicht allein für die Expression eines bestimmten
Zielgens verantwortlich, sondern kooperiert mit einer Reihe von weiteren Faktoren. Zu den
im Rahmen der RA-Pathogenese wichtigsten Faktoren gehören dabei der „nuclear factor kB“
(NFkB; 51;136;137), der „signal transducer and activator of transcription“ (STAT; 77) und
der „early growth response factor 1“ (Egr-1; 41;138).
Diese Transkriptionsfaktoren wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht, da sie für die
Funktion der SFBs von geringerer Bedeutung zu sein scheinen. So wird NFkB in Mf, nicht
jedoch SFB verstärkt exprimiert (136). Die STATs sind an der Differenzierung und
Proliferation von Lymphozyten und T-Helferzellen beteiligt (139;140), für die Entwicklung
von SFB spielen sie aber eine untergeordnete Rolle. Und Egr-1 ist zwar in der RA-SM und in
RA-SFB überexprimiert (41;138;141) und an der Expression pro-inflammatorischer Moleküle
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wie TNF-a beteiligt (142), zeigt jedoch auch deutliche deaktivierende Eigenschaften, wie
eine Erhöhung der Expression der MMP-inhibierenden TIMPs (143). Da das physiologische
Gleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs angesichts der (AP-1-abhängigen)
Überexpression von MMPs trotzdem gestört ist (23;29), scheint auch der Einfluß von Egr-1
begrenzt zu sein.
1.6 Post-transkriptionale Regulation in Abhängigkeit von verschiedenen
mRNA-stabilitätsmodifizierenden Proteinen
Die grundlegende mRNA-Stabilität der jun- und fos-Proto-Onkogene wird über den Poly-A-
Schwanz der mRNA reguliert. Im Zellkern wird der mRNA-Strang durch die Poly-A-
Polymerase polyadenyliert; an diesen Poly-A-Schwanz binden jeweils mehrere Moleküle des
humanen Poly-A-bindenden Proteins (hPABP), wodurch die mRNA stabilisiert und die
Initiation der Translation ermöglicht wird (144). Die funktionell aktive mRNA wird dann an
Ribosomen/Polysomen gebunden und translatiert, bis der Abbau der mRNA erfolgt (145).
Dieser Abbau beginnt in der Regel mit der Abspaltung des Poly-A-Schwanzes durch eine
poly(A)-spezifische Endonuklease; an diesen schließt sich eine schnelle Abspaltung von
RNA-Abschnitten vom 5´-Ende her durch Endo-Ribonukleasen an. Der Abbau dieser
abgetrennten Abschnitte erfolgt dann durch Exo-Ribonukleasen in 3´-5´-Richtung (146;147).
Zusätzliche Sequenzen, die zur Stabilisierung oder Destabilisierung kurzlebiger mRNA-
Spezies beitragen können (88;148;149), sind Adenosin- (A) und Uridin- (U) reiche Elemente
(ARE; 86;88;150). Diese sind in der 3´-nichttranslatierten Region der mRNA verschiedener
Zytokine, Wachstumsfaktoren und Proto-Onkogene enthalten (z.B. jun- und fos-Gene; 88)
und können in drei Klassen eingeteilt werden. Klasse I ARE bestehen aus 1 bis 3 AUUUA-
Pentameren (z. B. in cfos), Klasse II ARE enthalten mindestens zwei überlappende Nonamere
mit der Sequenz UUAUUU(U/A)(U/A)U (z. B. in TNF-a). Klasse III ARE weisen keine
definierbare Sequenz auf, sondern zeichnen sich durch lange, U-reiche Abschnitte aus (z. B.
in cjun; 88). Die im Zytoplasma erfolgende Bindung ARE-bindender (151), mRNA-
destabilisierender Proteine wie des „AU-rich element binding factors 1“ (AUF-1; 152) oder
des Proteins Tristetraprolin (TTP; 153) beschleunigen die Deadenylierung des Poly-A-
Schwanzes der mRNA bzw. den darauf folgenden RNA-Abbau (154). Die mRNA-
stabilisierenden Proteine, wie das „human antigen R“ (HuR; 155), erhöhen hingegen die
mRNA-Halbwertszeit durch die Stabilisierung von  mRNA-Intermediaten nach Abspaltung
des Poly-A-Schwanzes (156;157).
Das mRNA-stabilisierende HuR, in der Literatur z. T. auch als HuA bekannt (158), ist ein 34
kDa großes (159), ubiquitär exprimiertes Mitglied der hochkonservierten, ansonsten nur in
Neuronen exprimierten Familie der „embryonic lethal abnormal vision“- (ELAV-) Proteine
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(HuC, HuD und Hel-N; 155). Diese Proteinfamilie ist durch zwei N-terminale und ein C-
terminales RNA-Erkennungsmotiv („RNA recognition motifs“, RRM) charakterisiert, die die
Bindung an ARE in der die RNA vermitteln (160). HuR ist durch die Stimulierung mit Serum
induzierbar (161) und inhibiert nachweislich den ARE-vermittelten Abbau der cfos-mRNA
(155). Dies trifft – wenn auch in geringerem Maße – auch auf die cjun-mRNA (162), sowie
weitere, kurzlebige mRNA-Spezies zu (z. B. TNF-a oder c-myc; 158;163).
Das mRNA-destabilisierende Protein AUF-1 ist auch als „heterogeneous nuclear
ribonucleic particle D“ (hnRNP D) bekannt (164) und liegt in vier Isoformen vor (45, 42, 40
und 37 kDa; 165), deren aktivste Form p37AUF ist (166). Da eine Überexpression von AUF-1
im Mausmodell zu einer onkogenen Transformation der Zellen führt (167), scheint es ein
wichtiger Regulator des Abbaus verschiedener in die Proliferationskontrolle eingebundener
Proteine zu sein.
Das ebenfalls mRNA-destabilisierend wirkende TTP, das die alternativen
Bezeichnungen „nuclear protein 475“ (Nup475), „TPA-induced sequence 11“ (TIS11) und
„G0/G1 switch regulator gene 24“ (G0S24) trägt (168;169), ist ein durch verschiedene Stimuli
(wie z. B. Serum, IL-4 und TGF-b) induzierbares, über Stunden stabiles Protein (170-172). Es
wird dabei in drei Isoformen exprimiert (43 kDa, ca. 47 kDa und 48 kDa; 173). Es gehört
(neben ZFP36L1 und ZFP36L2) zu einer kleinen Familie von Zinkfingerproteinen mit einem
ungewöhnlichen Tandem-Zinkfinger-Motiv, das auf der Bindung von Zn2+ durch jeweils drei
Cysteine und ein Histidin beruht (CCCH-Motiv; 174). Anders als AUF-1 zeigt es eine mit
HuR überlappende Bindungsspezifität für bestimmte Regionen auf der mRNA (158). TTP
wurde bereits als Arthritis-Suppressorgen beschrieben, da der Mangel an TTP in TTP-
defizienten Mäusen zur Ausprägung eines arthritischen Phänotyps führt (175;176). Da
andererseits in RA-SM eine erhöhte Menge an TTP nachgewiesen wurde (177), ergeben die
Literaturdaten auch in diesem Fall ein uneinheitliches Bild. Eine endgültige Klärung des
Einflusses dieser mRNA-stabilitätsmodifizierenden Proteine auf die Regulation der jun- und
fos-mRNA in der RA steht also noch aus.
1.7 Der Einfluß von Mutationen und Polymorphismen in relevanten Genen
auf die Pathogenese der RA
Für viele pathogenetisch relevante Gene konnte gezeigt werden, daß die Entwicklung der
Krankheit nicht durch ihre „normale“ Proteinvariante, die sogenannte Wildtyp-Form (wt),
sondern durch eine Variante mit abweichender Nukleotidsequenz hervorgerufen bzw.
gefördert wird. Dies trifft in der Regel aber nur dann zu, wenn die abweichende
Nukleotidsequenz auch in einer funktionell relevanten Änderung der Aminosäuresequenz
resultiert. Diese veränderten Nukleotidsequenzen können entweder Mutationen sein, die in
weniger als 1% der Bevölkerung auftreten, oder Polymorphismen („single nucleotide
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polymorphisms“, SNPs), die in einer höheren Frequenz (>1%) vorliegen. Solche zur
Ausbildung von Krankheiten führenden Mutationen oder SNPs können vererbt sein - wie im
Falle des Sichelzell-Hämoglobins bei der Sichelzellanämie (178) -, oder erst im Laufe des
Lebens durch eine somatische Mutation erlangt werden. Letzteres gilt z. B. für Mutationen im
Gen btk für die B-Zell-Tyrosinkinase bei der Agammaglobulinämie (179), für einige
Veränderungen des Cl--Ionenkanals „cystic fibrosis transmembrane conductance regulators“
(CFTR) bei der cystischen Fibrose (180) und für den Tumorsuppressor p53 bei verschiedenen
Krebserkrankungen (181;182). Bei Mutationen, die zu einer Dysfunktion von p53 führen, sind
vor allem solche Regionen betroffen, die für die Interaktion mit anderen Proteinen oder die
DNA-Bindungsaktivität von p53 verantwortlich sind. Diese Regionen vermitteln
physiologischerweise die tumorsuppressive Wirkung von p53 mittels Zellzyklus-Arrest oder
Apoptose-Induktion (182).
Bei Genanalysen in der RA-SM konnten ebenfalls verschiedene mutierte Varianten des Gens
p53 nachgewiesen werden (46;48;183). Darunter fand sich auch eine bei verschiedenen
Krebserkrankungen häufig identifizierte Mutation (GGC ® GAC), die zum Austausch der
Aminosäure Glycin zu Aspartat an der Position 245 führt (G245D). Da diese funktionelle
Mutation in Krebszellinien eine erhöhte Proliferation und „anchorage-independent growth“
induziert (184), ist sie möglicherweise auch bei den betroffenen RA-Patienten an der
Induktion einer abnormalen SFB-Proliferation beteiligt (183). Andere in der RA beschriebene
Mutationen (AAC ® AGC und CGA ® TGA) ziehen den Austausch von Asparagin zu Serin
(N239S) oder die Umwandlung des Codons für Arginin in ein Stop-Codon nach sich (R213*).
Diese beiden als dominant-negativ charakterisierten p53-Mutanten unterdrücken dabei die
natürliche Funktion von wt-p53 und behindern so seine Funktion als Tumorsuppressor (46),
was zur erhöhten Proliferation und dem „semi-transformierten“ Phänotyp der RA-SFB
beitragen könnte.
Auch von den Jun- und Fos-Proto-Onkoproteinen sind mutierte Formen bekannt, die z.
T. veränderte Protein-Funktionen aufweisen. Mutationen im Gen cjun, die in AS-Austauschen
an den Phosphorylierungsstellen resultieren (z. B. Ser63Ala und Ser73Ala), führen in Folge
der inhibierten Phosphorylierung von cJun zum Verlust seiner Transaktivierungsaktivität
(185). Andere Mutationen, die die saure Aktivierungsdomäne des Gens cfos betreffen
(Arg125Lys), zeigen in Reportergen-Assays eine erhöhte Transaktivierung von RA-
relevanten Genen (wie MMP-1) in RA-SFB (z. B. 186). Bisher wurden allerdings nur wenige
Mutationen in den jun- und fos-Genen beschrieben.
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Mutationen/SNPs sind also immer dann von besonderer Bedeutung, wenn sie in der
codierenden Region lokalisiert sind und zu einem Aminosäureaustausch führen, der wiederum
eine Änderung der Verhaltensweise des Proteins nach sich zieht. Allerdings können auch
Mutationen/SNPs im Promotorbereich eines Gens krankheitsrelevante Auswirkungen auf die
Expression dieses Gens haben. Dies ist vor allem dann der Fall, wenn Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen innerhalb des Promotors von einem Basenaustausch betroffen sind. So führt ein
A ® G Austausch an der Position -239 des Melanocortin-3-Promotors zur Eliminierung einer
Bindungsstelle für GATA-4 (187). Ein SNP in Form einer Insertion von Guanin an der Position
-1607 im MMP-1-Promotor führt hingegen zur Bildung einer neuen Ets-Bindungsstelle mit
erhöhter Ets-Bindungsaffinität und zu einer deutlichen Erhöhung der MMP-1-Expression in
Fibroblasten (188). Mutationen/SNP in anderen Promotoren (z. B. dem TNF-a-Promotor oder
dem „complement component 5 receptor 1“-Promotor) betreffen hingegen keine funktionellen
Regionen, rufen also auch keine Änderungen im Expressionsverhalten des betroffenen Gens
hervor (189;190). Dennoch können auch solche Mutationen/SNPs eine gewisse Bedeutung für
Erkrankungen wie der RA erlangen, wenn ihr Auftreten statistisch signifikant mit dem
Auftreten der Erkrankung assoziiert ist. Dies ist z. B. bei der Assoziation des (funktionell nicht
relevanten) TNF-a-Promotor-Polymorphismus an der Position -238 (A ® G) mit dem
Auftreten von RA der Fall (189). Die mechanistische Grundlage dieser Assoziation ist bisher
allerdings unklar.
1.8 Assoziation von Mutationen/SNP mit Erkrankungen
Die Suche nach Assoziationen von Mutationen/SNPs mit der Suszeptibilität einzelner
Individuen für das Auftreten bestimmter Krankheiten (oder anderer, phänotypischer
Merkmale) ist unter mehreren Gesichtspunkten von Bedeutung. Zunächst einmal ist ein SNP
(oder eine Mutation), der mit dem Auftreten einer Krankheit assoziiert ist, besonders dann
von Interesse, wenn er zu einer funktionellen Änderung eines für die Pathogenese der
Krankheit wichtigen Parameters führt. Ein solcher SNP kann nach seiner Identifizierung
mithilfe funktioneller Analysen überprüft werden und evtl. mögliche Behandlungswege
aufzeigen (191). Dies kann z. B. eine veränderte Proteinfunktion infolge eines
Basenaustausches oder die verstärkte bzw. verminderte Expression eines wichtigen Gens
durch eine Veränderung im Promotor sein (siehe 1.7). Eine andere Möglichkeit ist ein
gekoppeltes Auftreten eines funktionell nicht aktiven SNPs mit einem funktionell relevanten,
aber bisher unbekannten Parameter. Obwohl der identifizierte SNP selbst keine Auswirkung
auf Entstehung und Verlauf der Krankheit hat, kann er als Krankheitsmarker dienen, da er mit
diesem vererbt wird („linkage“; 192).
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In den letzten Jahren wurde viele Assoziationsstudien für bestimmte Erkrankungen und
andere phänotypische Merkmale durchgeführt, im Jahre 2002 allein 2922 Studien (191).
Obwohl in einigen Studien nachgewiesen wurde, daß sich die Verteilung von SNPs zwischen
verschiedenen Gruppen deutlich unterscheiden können - wie z. B. bei der Verteilung von 5
SNPs im IL-10-Promotor in einem niederländischen (321 Individuen) bzw. in einem
brasilianischen Kollektiv (293 Individuen; 193) - sind zumindest für bestimmte
Subpopulationen aussagekräftige Assoziationsstudien verfügbar.
Neben Studien zu anderen Krankheiten, z. B. zur Assoziation von funktionell
relevanten SNPs im CFTR-Gen mit leichten bzw. schweren Formen von Cystischer Fibrose
(194) oder von SNPs im IL-10-Promotor mit einer erhöhten Suszeptibilität für den
systemischen Lupus erythematosis (195), gibt es auch eine wachsende Anzahl von Studien
zur Assoziation verschiedener genetischer Marker mit der RA. Klassische Assoziationen
genetischer Variablen mit der RA sind z. B. der Allel-Subtyp HLA-DRB1*0401 des MHC-II-
Komplexes (2), ein SNP in der 3´-nicht-translatierten Region (3´-UTR) von IL-6 (196) und
des Fc g Rezeptor-Typs IIIA (197; siehe auch 1.1). Verschiedene neuere Studien haben
allerdings auch die Assoziation bestimmter SNPs mit dem Auftreten von RA trotz deren
funktioneller Relevanz ausgeschlossen. Dies gilt z. B. für einen der verschiedenen SNPs in
der codierenden Region des TNF-Rezeptors II (TNFR II; 198) und einen SNP im Gen für das
„Follistatin-related protein“ (199). Insgesamt lässt sich aber eine ausreichend große Zahl an
Assoziationen identifizieren, die als genetische Marker dienen könnten.
So zeigte sich eine Assoziationen zwischen dem Auftreten von RA und  einem SNP in
der Bindungsstelle des „runt-related transcription factors 1“ (RUNX1) im Gen SLC22A4
(„solute carrier family 22, member 4“), einem Transportprotein für kationische organische
Moleküle (200). Das Auftreten eines funktionell relevanten SNPs in der NFkB-Bindungsstelle
im Promotor des Gens „Fc-receptor like family, member 3“ (FCRL3), dessen Funktion trotz
seiner Homologien zum Fc g-Rezeptor noch nicht bekannt ist, ist ebenfalls mit einer erhöhten
Suszeptibilität für RA assoziiert (201). Eine weitere Assoziation mit RA wurde über eine
funktionelle Variante des PADI4-Gens („peptidylarginine deiminase, citrullinating enzyme“)
berichtet, die an der Citrullinierung verschiedener Peptide in der RA-SM beteiligt sein könnte
(202). Allerdings konnte diese Assoziation bisher nicht in anderen (Familien-) Studien
bestätigt werden (203).
Einige der interessantesten Assoziationen betreffen die Gene für TNFa und die TNF-
Rezeptoren, da TNFa als pro-inflammatorisches Zytokin einen bedeutenden Einfluß auf die
RA-Pathogenese hat (12;29). Insbesondere der TNFa-Promotor ist von einigen SNPs
betroffen, die zu einer erhöhten Suszeptibilität für RA zu führen scheinen. Die trifft vor allem
auf den SNP an Position -238 zu (189), aber auch auf die oft mit diesem SNP kombinierten
SNPs an den Positionen -308 und -376 (20). Bei den TNF-Rezeptoren ist einer der SNPs in
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der codierenden Region des TNFR II (Exon 6, Position 196) mit dem Auftreten der RA
assoziiert, während ein SNP in der codierenden Region des TNFR I (Exon 1, Position 36)
eher einen protektiven Einfluß zu besitzen scheint (204;205).
So können durch Assoziationsstudien identifizierte Mutationen/SNPs für viele
Krankheiten als genetische Marker dienen, die evtl. die Entwicklung von
diagnostischen/differential-diagnostischen oder therapeutischen Werkzeugen ermöglichen
(191).
1.9 Rolle der Chip-basierten Mutationsanalysen für Assoziationsstudien
zur Identifikation genetischer Marker
Neben den DNA-Microarrays, die der Analyse der mRNA-Expression einer stetig
wachsenden Zahl von Genen dienen (z. B. 206), werden zunehmend auch Arrays konzipiert
und eingesetzt, die die Analyse einer großen Anzahl von DNA-Proben im Hinblick auf das
Auftreten von Mutationen/SNPs zum Ziel haben.
Mit solchen DNA-Microarrays wurden z. B. DNA-Veränderungen in Neuroblastom-
Zellen (207) oder mit Hypercholesterolämie assoziierte Mutationen in humanen Proben (208)
identifiziert, Genotypisierungen des Mycobacteriums tuberculosis durchgeführt (209) oder
allgemeine genetische Veränderungen untersucht, wie z. B. die genomische Akkumulation
von Genkopien (210).
Ein besonders flexibles und gut an verschiedene Fragestellungen anzupassendes DNA-
Microarray-System ist das in dieser Arbeit eingesetzte ArrayTube-System der Firma Clondiag
Chip Technologies aus Jena. Dieses System kann individuell auf interessante Mutationen und
SNPs zugeschnitten werden („Custom-Chip“). Es basiert auf der Immobilisierung von kurzen
DNA-Sonden, die innerhalb ihrer Sequenz die zu untersuchenden Mutationen/SNPs enthalten,
während andere DNA-Sonden zu Vergleichszwecken die wt-Sequenzen aufweisen. Durch die
bevorzugte Bindung einer auf den Chip gegebenen DNA-Probe an eine der Sonden kann
unterschieden werden, ob die entsprechende Probe die wt- oder die mutierte Variante des
untersuchten DNA-Abschnittes enthält (siehe 2.13). Dieses System wurde schon erfolgreich
eingesetzt, um Chlamydien (211) und verschiedene Kitasatospora-Spezies (212) detektieren
und identifizieren zu können sowie um Antibiotika-Resistenzen in gram-negative Bakterien
zu testen (213).
Dieses erfolgreiche Custom-Chip-System sollte als Basis für die Entwicklung eines
DNA-Microarrays dienen und zur Detektion einer großen Zahl von bereits bekannten bzw.
neu identifizierten Mutationen/SNPs in der codierenden Region und den Promotoren der jun-
und fos-Gene dienen. Damit sollte die potentielle Assoziation dieser Mutationen/SNPs mit der
Suszeptibilität für die RA überprüft werden. Der Einsatz des optimierten und validierten
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DNA-Chips sollte die Untersuchung einer großen Probenanzahl von RA- und OA-Proben,
sowie Proben von normalen Spendern ermöglichen. Die Entwicklung dieses Microarrays
wurde im Rahmen des Jenaer Centrums für Bioinformatik durch das Bundesministerium für
Bildung und Forschung gefördert.
Neben der wissenschaftlichen Nutzung (z. B. im Rahmen größerer
Assoziationsstudien) besteht nach einem erfolgreichen Einsatz des Systems die Möglichkeit,
die gewonnenen Daten zu nutzen, um ein diagnostisches Werkzeug zur Vorhersage des
individuellen Krankheitsrisikos einzelner Patienten zu entwickeln (z. B. über die Schwere des
Krankheitsverlaufes, sofern dieser mit einzelnen Mutationen/SNPs assoziiert ist). Dies könnte
eine kommerzielle Nutzung späterer Chipgenerationen nicht nur im wissenschaftlichen,
sondern auch im medizinischen Sektor ermöglichen.
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1.10 Ziele der Arbeit
Angesichts der wichtigen Rolle des Transkriptionsfaktors AP-1 für die Pathogenese der RA
und die widersprüchlichen Literaturdaten zur Expression der Jun- und Fos-Untereinheiten
sollte in dieser Arbeit die mRNA- und die Proteinexpression der jun- und fos-Gene analysiert
werden. Außerdem sollte die mRNA- und die Proteinexpression der mRNA-
stabilitätsmodifizierenden Proteine, die an der Regulation der HWZ der jun- und fos-mRNA
beteiligt sind, untersucht werden. Dadurch sollte die Frage beantwortet werden, ob in der RA
ein verändertes Expressionsprofil von jun und fos auf der mRNA- oder der Proteinebene
nachgewiesen werden kann, das sich auf eine differentielle und für die RA spezifische
Regulation durch mRNA-stabilitätsmodifizierender Proteine zurückführen lassen könnte. Eine
auf diese Weise hervorgerufene Verschiebung des Mengenverhältnisse der einzelnen
Untereinheiten könnte zu einer Änderung der Zusammensetzung der resultierenden AP-1-
Transkriptionsfaktoren führen und sich so in einem abweichenden Expressionsprofil AP-1-
abhängiger Gene äußern.
Da das Auftreten von funktionell relevanten Mutationen oder SNPs in den Promotoren
oder den codierenden Regionen der jun- und fos-Gene ebenfalls zu einer veränderten
Expression der Gene bzw. zu einer Änderung der biologischen Aktivität der Proteine führen
könnte, sollte in diesen genomischen Regionen nach Mutationen/SNPs gesucht werden.
Außerdem sollten die Auswirkungen von identifizierten Mutationen mithilfe funktioneller
Studien analysiert werden, um die biologische Wirkung der identifizierten Genveränderungen
zu klären. Durch diese Analysen sollte geklärt werden, ob sich RA-spezifische
Mutationen/SNPs identifizieren lassen, die zu einer vom wt abweichenden Promotor- oder
Proteinfunktion führen und so zu einer modifizierten Genexpression bzw. einer patho-
biologischen Funktion des betroffenen Proteins beitragen.
Als Abschluß der Arbeit sollte in Zusammenarbeit mit der Firma Clondiag Chip
Technologies ein DNA-Microarray entwickelt werden, der die Detektion von Mutationen und
SNPs im Promotor bzw. der codierenden Region der jun- und fos-Gene (und einzelner SNPs
in weiteren Genen wie z. B. TNFa, TNFRII und p53) in einem Hochdurchsatzverfahren
ermöglicht. Dabei sollten sowohl die in der Literatur bekannten SNPs und funktionell
relevanten Mutationen berücksichtigt werden, als auch die im Rahmen dieser Arbeit
identifizierten Basenveränderungen. Dieser Chip sollte zu einem wissenschaftlichen
Werkzeug weiterentwickelt werden, das zukünftig zur Analyse potentieller Assoziationen von
Mutationen/SNPs mit dem Auftreten oder der Schwere der RA eingesetzt werden kann.
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Durch die in dieser Arbeit durchgeführten Versuche und unter Berücksichtigung des
experimentellen Designs sollten folgende Fragen beantwortet werden:
1. Ist die aus RA- OA- GT- und post mortem NK-Proben isolierte RNA stabil und zur
Analyse der mRNA-Expression geeignet?
2. Wird die jun- und fos-mRNA im Vergleich zu den Kontrollen stärker oder schwächer
exprimiert?
3. Werden die Jun- und Fos-Proteine im Vergleich zu den Kontrollen stärker oder
schwächer exprimiert?
4. Weicht die mRNA- und Proteinexpression der mRNA-stabilitätsmodifizierenden
Proteine AUF-1, TTP und HuR in der RA vom Expressionsprofil in den Kontrollen
ab?
5. Weisen die codierenden Regionen der Gene junB und junD in der RA Mutationen auf,
die zu Veränderungen der AS-Sequenz führen?
6. Weisen die Promotoren der jun- und fos-Gene RA-spezifische Mutationen oder SNPs
auf?
7. Lassen sich die Ergebnisse der Mutationsanalyse mit alternativen Methoden
reproduzieren und bestätigen?
8. Liegen die Mutationen/SNPs in besonders konservierten (und damit potentiell
wichtigen) Genbereichen?
9. Führen die identifizierten Mutationen/SNPs zu einer Modifizierung der biologischen
Aktivität der Proteine oder der Funktionsfähigkeit der Promotoren?
10. Kann auf der Grundlage der erhobenen Daten ein DNA-Microarray zur schnellen und
unkomplizierten Analyse von Mutationen/SNPs entwickelt und optimiert werden, der
in zukünftigen Assoziations-Studien als experimentelles Werkzeug eingesetzt werden
kann?
Insgesamt sollte das Verhalten des Transkriptionsfaktors AP-1 und seiner Jun-Komponenten
in der RA untersucht und mögliche pathogenetische Wirkungsmechanismen in der RA
aufgezeigt werden.
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2. Material und Methoden
2.1     Material
2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmittel
Die Chemikalien und Verbrauchsmittel wurden von den folgenden Firmen bezogen (eine
ausführliche Liste der verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmitteln befindet sich im
Anhang A1 auf Seite xxiv): Active Motif, Agilent Technologies, Ambion, Becton Dickinson,
Bio-Rad Laboratories, Biotage, Biowhittaker, Carl Roth, Clondiag Chip Technologies,
Fermentas, Fluka Chemie, Gibco, Hoechst, KPL, Life Technologies, Machery-Nagel,
Molecular BioProducts, New England Biolabs, PAA Laboratories, PE Applied Biosystems,
Pierce, Promega, Qiagen, Roche Diagnostics und Sigma-Aldrich.
2.1.2 Liste der eingesetzten Antikörper
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA
Kaninchen-Anti-AUF-1-AK (polyklonal; Katalog-Nummer sc-22368)
Ziege-Anti-Maus-AK (polyklonal, HRP-konjugiert)
Ziege-Anti-Kaninchen-AK (polyklonal, HRP-konjugiert)
DAKO, Hamburg, Deutschland:
Schwein-Anti-Kaninchen-AK (polyklonal, HRP-konjugiert)
Upstate, Charlottesville, VA, USA:
Maus-Anti-HuR-AK (polyklonal; Katalog-Nummer 07-260)
Die polyklonalen Anti-cFos- und Anti-JunB-AK wurden nach dem in (214) beschriebenen
Protokoll erzeugt. Der Anti-HuR-AK wurde mir freundlicherweise von Herrn Professor Dr.
W. F. C. Rigby zur Verfügung gestellt.
2.1.3 Liste der eingesetzten Software-Programme
SPSS Inc., Chicago, IL, USA:
SPSS 12.0
Sigma Plot 8.0
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2.1.4 Zusammensetzung der eingesetzten Lösungen und Medien
3DNA: 1 x SSC; 250 mM Na2HPO4; 4,5% SDS; 1 mM EDTA
Blotting-Puffer: 480 mM Tris; 390 mM Glycin; 20% Methanol
D10F+: DMEM mit 10% FCS; 25 mM HEPES; 100 U/ml Penicillin;
100 mg/ml Streptomycin; 2,5 mg/ml Gentamycin
DNA-Auftragspuffer: 50% Glycerin; 0,01% Bromphenolblau in TBE
Luria-Bertani-Agar:  pro Liter: Agar; 10 g Trypton; 5 g Hefe-Extrakt; 10 g NaCl
Luria-Bertani-Medium: pro Liter: 10 g Trypton; 5 g Hefe-Extrakt; 10 g NaCl
Lysispuffer: Puffer RLT; 1% b-Mercaptoethanol
PBS: 137 mM NaCl; 2,68 mM KCl; 8,09 mM Na2HPO4; 1,38 mM K2HPO4; pH-Wert: 7,4
SDS-Laufpuffer: 259 mM Glycin; 250 mM Tris; 10 g SDS/l
SSC (20 x): 3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat; pH-Wert: 7,0
SSPE (10 x): 1,5 M NaCl; 100 mM NaH2PO4; 10 mM EDTA; pH-Wert: 7,4
TBE-Puffer: 89 mM Tris-HCl; 89 mM Borsäure; 25 mM EDTA
TBS: 100 mM Tris; 1,5 M NaCl; pH-Wert: 7,4
TBS/T: 100 mM Tris; 1,5 M NaCl; 0,1 % Triton;  pH-Wert: 7,4
2.1.5 Patienten und Gewebeproben
Die SM-Gewebeproben wurden im Rahmen von Gelenkersatzoperationen bzw. arthroskopischen
oder offenen Synovektomien in der Orthopädischen Klinik „Rudolf Elle“ (Eisenberg,
Deutschland) von insgesamt 45 Patienten mit RA gewonnen. SM-Gewebe von weiteren 48
Patienten mit OA diente als Entzündungskontrolle. Von 10 Patienten mit Gelenktrauma wurde
SM-Gewebe entnommen, das als nicht entzündliche Krankheitskontrolle diente. Als nicht
entzündliche Normalkontrollen dienten 5 post mortem SM-Proben (Biopsien) von Personen ohne
eine rheumatische Erkrankung, die im Pathologischen Institut der Humboldt-Universität (Berlin,
Deutschland) entnommen wurden.
Blutproben von jeweils 50 RA- und OA-Patienten wurden in der Abteilung
Rheumatologie & Osteologie der Klinik für Innere Medizin III des Universitätsklinikums Jena
und in der Orthopädischen Klinik „Rudolf Elle“ entnommen. Blutproben von 50 normalen
Probanden konnten in Zusammenarbeit mit dem Institut für Transfusionsmedizin des
Universitätsklinikums Jena gewonnen werden.
Die Patienten und Probanden wurden über die Nutzung der Proben aufgeklärt und haben
der Teilnahme an der Studie zugestimmt. Die Studie wurde durch die Ethikkommission der
Friedrich-Schiller-Universität Jena genehmigt (Bearbeitungs-Nr. 0256-5/99 und 1154-07/03).
Nach der SM-Gewebeentnahme wurden die Proben unverzüglich in Kryoröhrchen in
flüssigem Stickstoff eingefroren und danach bei –70°C gelagert. Die Blutproben wurden in
Heparin-beschichteten Röhrchen bis zu einem Tag bei 4°C gelagert und dann ebenfalls
tiefgefroren (-70°C). Die RA-Patienten wurden nach den Kriterien des American College of
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Rheumatism (ACR) klassifiziert (215), die OA-Patienten nach den entsprechenden Kriterien
für die Osteoarthrose (216). Die klinischen Parameter der Patienten, von denen SM-Gewebe
entnommen wurde, sind in Tabelle A1 (Anhang, Seite xxvi) aufgeführt.
2.2 Methoden
2.2.1 Isolation und Charakterisierung primärer SFB und Mf
Um für die Analyse der mRNA-Expression der jun und fos-Gene SFB und Mf zu erhalten,
die möglichst dem in vivo-Phänotyp in der SM entsprechen, wurden aus SM-Gewebe
hochreine primäre SFB und Mf isoliert (Anteil anderer Zellen < 2%; 28). Diese Zellen sind
gut zur Analyse geeignet, da frisch gereinigte Zellen auch nach der Isolierung und in Kultur
die Heterogenität des synovialen Gewebes zeigen, aus dem sie isoliert wurden (217).
Zu Beginn der Präparation wurden die aus der SM mittels Trypsin- und Kollagenase-
Verdau isolierten Zellen für 7 Tage kultiviert; nicht-adhärente Zellen (u. a. T-Zellen) wurden
schon nach 2 Tagen aus der Suspension entfernt, während die adhärenten SFB und Mf in
Kultur verblieben. Nach den 7 Tagen wurden die Zellen mittels Trypsin gelöst und die SFB
durch Negativreinigung mittels AK-gekoppelter Magnetobeads (gegen CD14-
Oberflächenmoleküle der Mf gerichtet) von den Mf  getrennt (28). Um die Reinheit der
verschiedenen Zellpopulationen zu überprüfen, wurden sie mittels fluorescence-activated cell
sorting (FACS) charakterisiert (218).
Die Zellen wurden mithilfe von DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffen [4´-6
Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) oder Bisbenzimid (Hoechst 33258)] auf Kontamination mit
Mycoplasmen untersucht. Bei Zellproben, die neben den fluoreszenzmarkierten Zellkernen
weitere Fluoreszenzsignale aufwiesen, die auf eine potentielle Kontamination mit
Mycoplasmen hindeuteten, wurde zur abschließenden Überprüfung eine Mycoplasmen-
spezifische PCR durchgeführt (PCR siehe 2.2.5). Dazu wurden folgende Bedingungen
gewählt: degenerierter  Primer upstream: CC(A/T)A(C/T)(A/T/C)GTTC(G/T)-
(A/T)CCACCTTCACG(A/G)AT, degenerierter  Primer downstream: AC(A/T/C)-
GG(A/T)GCTGC(A/T/C)CAAATGGA(C/T)GG; PCR-Bedingungen: initiale Denaturierung
für 3 min bei 95°C, Denaturierung für 45 s bei 94°C, Annealing für 2 min bei 50°C,
Elongation für 2 min bei 72°C; erneute Denaturierung für 1 min bei 94°C, erneutes Annealing
für 1 min bei 50°C, erneute Elongation für 2 min bei 72°C; 40 Zyklen. Mycoplasmen-positive
Proben wurden verworfen. Die Isolation und Charakterisierung der SFB und Mf wurde von
Frau Dr. E. Kunisch und Frau B. Lanick (AG Experimentelle Rheumatologie) durchgeführt.
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2.2.2 RNA- und DNA-Isolierung
2.2.1 RNA-Isolierung aus SM-Gewebe mittels RNeasy Mini Kit
Tiefgefrorene Gewebeproben wurden bei 4°C mit einem Skalpell in Stücke mit einer
Gesamtmasse von 20 bis 50 mg zerschnitten. Die gefrorenen Stücke wurden gewogen, mit
350 ml Lysispuffer pro 20 mg Gewebe versetzt, mit einem ULTRA TURRAX  Homogenisator
homogenisiert und die RNA mithilfe einer RNeasy Mini Säule gemäß den Herstellerangaben
isoliert. Die Elution erfolgte mit 50 ml RNase-freiem H2O.
Um DNA-Kontaminationen zu eliminieren, wurde die isolierte RNA für 15 min bei
RT mit RNase-freier DNase I behandelt. Der Erfolg der Behandlung wurde durch eine PCR
mit Intron-überspannenden Primern für das Proto-Onkogen c-fos überprüft, die in allen Fällen
eine negative Reaktion zeigte (PCR siehe 2.2.5). Eine Positivkontrolle mit humaner
genomischer DNA als Template bestätigte dabei das grundsätzliche Funktionieren der PCR.
Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgeführt: Primer upstream:
CCGAGCGCAGAGCATTGGCAG, Primer downstream: TCCCTCCTCCGGTTGCGGC-
ATT; PCR-Bedingungen: initiale Denaturierung für 3 min bei 95°C, Denaturierung für 45 s
bei 95°C, Annealing für 45 s bei 61,4°C, Elongation für 1 min bei 72°C; 35 Zyklen.
Eine mögliche Degradierung der RNA wurde durch eine Analyse der Proben mit dem
Agilent 2100 Bioanalzer (siehe 2.2.2.2) oder durch Agarose-Gelelektrophorese unter
denaturierenden Bedingungen überprüft. Das Auftreten der beiden distinkten 18S- und 28S-
ribosomalen (r)RNA-Banden und die Abwesenheit eines auf Degradation hinweisenden
„Schmiers“ im Gel zeigte in allen Fällen die gute Stabilität der RNA. Die RNA-Konzentration
wurde mit einem Agilent 2100 Bioanalyzer (siehe 2.2.2.2) oder anhand der Absorption eines
RNA-Aliquots mit einem Spektrophotometer bei 260 nm Wellenlänge bestimmt. Ein
Verhältnis der optischen Dichte (OD) bei 260 nm (OD260 nm) zur OD bei 280 nm (OD280 nm)
von ca. 2,0 belegte in allen Fällen eine minimale Proteinkontamination der RNA-Präparation.
2.2.2.2 Kontrolle der RNA-Qualität
Die Qualität der für die mRNA-Expressionsanalysen eingesetzten RNA-Proben wurde in
Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Bruno Stuhlmüller (Klinik für Innere Medizin, Abteilung
Rheumatologie und Klinische Immunologie, Charité, Humboldt-Universität Berlin) mithilfe eines
Agilent 2100 Bioanalyzers überprüft.
Der Agilent 2100 Bioanalyzer basiert auf dem Prinzip der Kapillarelektrophorese zur
Auftrennung unterschiedlich großer Moleküle mithilfe elektrischer Spannung, die von einer Reihe
unabhängiger Elektroden erzeugt und computergesteuert kontrolliert wird. Mit diesem Instrument
können bis zu zwölf verschiedene Proben und eine Molekulargewichtsstandard gleichzeitig
aufgetrennt, quantifiziert und die Größe verschiedener Moleküle in den einzelnen Proben
bestimmt werden. Diese Auftrennung wird in Microarrays durchgeführt, die aus einer
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Glasgrundfläche bestehen. Die Probenreservoirs sind mit den Kapillaren verbunden, durch die
sich die Proben während der Elektrophorese bewegen. Die Reservoirs werden mit einem
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff gefüllt, der in die Proben auf ihrem Weg durch die
Kapillare interkaliert. Als Trägermaterial für den Farbstoff dient dabei ein lineares Polymer (219).
Die Ergebnisse werden dann als Elektropherogramme und computergenerierte Gelbilder
dargestellt. Im Falle der RNA-Analyse kann im Gel die 18S- und 28S-rRNA nachgewiesen
werden. Die Größe der aufgetrennten RNA-Moleküle wird dabei anhand des
Molekulargewichtsstandard bestimmt, die Konzentration der analysierten Probe hingegen anhand
von „spike controls“ mit bekannten RNA-Konzentrationen, die jeder Probe zugesetzt werden
(220). In den Elektropherogrammen erscheinen die nachgewiesenen 18S- und 28S-rRNA-Banden
als Peaks. Distinkte Peaks mit geringem Hintergrundsignal dienen dabei als Qualitätsmerkmal.
Für die hier genannten Untersuchungen wurde neben dem Agilent 2100 Bioanalyzer der
RNA 6000 LabChip Kit eingesetzt. Es wurden (exemplarisch für alle Proben) zufällig
ausgewählte Proben aus allen Patientengruppen untersucht (NK: n=3, GT: n=3, OA: n=6, RA:
n=6). In allen Fällen war die gemessene RNA-Konzentration ³ 50 ng/ml und die Proben zeigten
keine Anzeichen von RNA-Degradation.
2.2.2.3 Synthese von cDNA mittels reverser Transkription
Je 2 mg Gesamt-RNA wurden mit 20 pmol Oligo-(dT)-Primer versetzt und der Ansatz mit
RNase-freiem H2O auf 12 ml aufgefüllt. Eine Inkubation für 10 min bei 70°C ermöglichte die
Primer-Anlagerung. Anschließend wurden 4 ml 5 x First-strand-buffer, 2 ml DTT, je 25 mM
dNTPs und 200 Units Superscript II Reverse Transcriptase bei 4°C zugesetzt. Die reverse
Transkription erfolgte beim Temperaturoptimum der Reversen Transcriptase (42°C) während
einer Inkubation für 50 min, an die sich eine erneute Inkubation zum Abbruch der Reaktion
(70°C, 10 min) anschloß. Nach der Reaktion wurde die synthetisierte cDNA entweder bei
-20°C gelagert oder direkt für die PCR eingesetzt. Die DNA-Konzentration wurde anhand der
Absorption eines DNA-Aliquots mit einem Spektrophotometer bei 260 nm Wellenlänge
bestimmt. Ein OD260 nm zu OD280 nm Verhältnis von ca. 1,8 belegte in allen Fällen eine
minimale Proteinkontamination des Ansatzes.
2.2.2.4 DNA-Isolierung aus SM-Gewebe mittels QIAamp Mini Kit
Das Gewicht eines aufgetauten SM-Gewebestücks wurde bestimmt, das Stück mit einer
Schere zerteilt und in einem Röhrchen mit 80 ml PBS pro 25 mg Gewebe versetzt. Die
Homogenisierung und Lyse des Gewebes erfolgte mit dem ULTRA TURRAX
Homogenisator.  Anschließend wurde die DNA gemäß dem QIAamp Mini Kit Handbuch über
eine Säule gereinigt. Die Elution der DNA erfolgte mit 200 ml H2O. Die isolierte DNA wurde
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entweder bei –20°C gelagert oder direkt für die PCR eingesetzt. Die DNA-Konzentration
wurde anhand der Absorption eines DNA-Aliquots bestimmt.
2.2.3 Klonierung
Die in dieser Arbeit benötigten Plasmide wurden in den Escherichia coli-Stamm TG1
transformiert und auf diese Weise vervielfältigt. Der E. coli-Stamm TG1 ist gegenüber dem
Wildtyp wie folgt modifiziert: supE hsdD5 thi D(lac-proAB) F´[traD36 proAB+ lacIq
lacZDM15]. Diese Veränderungen dienen insbesondere der „Blau/Weiß-Selektion“ nach
pUC19-Transformation, da die teilweise deletierte b-Galactosidase des TG1 durch das a-
Peptid des pUC19 komplettiert werden kann.
2.2.3.1 Herstellung von Plasmidkonstrukten zur Transformation
Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Plasmidkonstrukte benötigt, die für folgende
Zwecke eingesetzt wurden:
1. als Positivkontrolle für die Mutationsanalyse,
2. zur Sequenzierung der jun- und fos-Promotoren,
3. als Standard für die jun- und fos-, bzw. HuR-, TTP- und AUF-1-mRNA-
Expressionsanalyse oder
4. als Reportergenkonstrukt für die funktionelle Analyse der jun- und fos-
Promotoren.
Dabei wurden Amplifikate der jeweiligen Sequenz entweder in das Plasmid pUC19 (1.-3.)
oder in pUBT-luc (4.) inseriert.
Die Insertion von PCR-Produkten, die von Bindungsstellen für Restriktionsenzyme
flankiert wurden, in das Plasmid pUC19 erfolgte dabei über die Schnittstellen der Enzyme
Eco RI und Bam HI. Für die Insertion der Amplifikate in das Plasmid pUBT-luc (221) dienten
die Schnittstellen der Enzyme Hind III und Not I. Dabei wurden jeweils 10 U Eco RI und 5 U
Bam HI in einem 20 ml Restriktionsansatz (inkl. 2 ml 10 x Reaktionspuffer, 15 ml DNA-
Fragment und 2 ml H2O) oder 20 U Not I und 30 U Hind III in einem 40 ml Restriktionsansatz
eingesetzt (inkl. 4 ml 10 x Reaktionspuffer, 4 ml bovines Serumalbumin und 30 ml DNA-
Fragment). Der Restriktionsverdau erfolgte jeweils über Nacht bei 37°C. Für die Ligation der
gespaltenen Fragmente in die mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnittenen Plasmide
wurden jeweils 4 ml 10 x Ligasepuffer, 4 ml gespaltenes Plasmid, 28 ml gespaltene DNA-
Fragmente und 4 U Ligase in einem 40 ml Ligationsansatz eingesetzt. Die Ligation erfolgte
über Nacht bei 11°C.
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2.2.3.2 Herstellung kompetenter E. coli-Zellen
Zur Herstellung kompetenter E. coli-Zellen (222) wurde eine Einzelkolonie des E. coli-
Stammes TG1 in 1 ml Luria-Bertani- (LB-) Medium inkl. 20 mg Ampicillin (Amp) bei 37°C
über Nacht (ca. 15 h) unter regelmäßigem Schütteln kultiviert. Am nächsten Morgen wurden
die Zellen in einen Kolben mit 100 ml LB-Medium inkl. 200 mg Amp überführt und erneut
bei 37°C unter regelmäßigem Schütteln inkubiert. Nach 1 h wurde damit begonnen, die OD
der Kultur in halbstündigen Abständen zu überprüfen. Nach Erreichen einer OD von 0,7 bei
600 nm wurde die Inkubation abgebrochen, da aufgrund der OD-Messung davon ausgegangen
werden konnte, daß sich die Kultur in der - für die Herstellung kompetenter Zellen günstigen -
logarithmischen (log) Wachstumsphase befand. Nach Abkühlung der Kultur auf 4°C wurde
sie in ein Reaktionsgefäß überführt und die Zellen für 7 min bei 4°C mit 5000 rpm
zentrifugiert. Der Überstand wurde entfernt und das Zellpellet mit 30 ml eisgekühlter 100 mM
MgCl2-Lösung gewaschen. Die Zellen wurden erneut abzentrifugiert (10 min bei 4°C mit 800
rcf), das Pellet in 30 ml eisgekühlter 100 mM CaCl2-Lösung resuspendiert und die Lösung für
20 min in einem Eiswasserbad inkubiert. Nach einer weiteren Zentrifugation unter
letztgenannten Bedingungen wurden die Zellen in 5 ml eisgekühlter 100 mM CaCl2/15%
Glycerin-Lösung resuspendiert. Die Lagerung erfolgte bei –70°C.
3.2.3.3 Transformation der E. coli-Zellen
Für die Transformation aller beschriebenen Plasmide wurden 100 ml der aufgetauten,
kompetenten Zellen mit 10 ml des Plasmides versetzt. Zur Kontrolle der Transformation
wurden jeweils 100 ml der Zellen entweder mit 1 ml pUC 19 (Positivkontrolle) vermischt oder
ohne weitere Behandlung als Negativkontrolle eingesetzt. Nach 1 h Inkubation bei 4°C und
anschließendem  2-minütigen Hitzeschock bei 42°C wurden sie erneut auf 4°C abgekühlt und
schließlich nach Zugabe von 1 ml LB-Medium inkl. 20 mg Amp für 1 h bei 37°C inkubiert.
Danach erfolgte die Ausplattierung der Ansätze auf ampicillinhaltige (20 mg/ml) LB-Agar-
Platten. Die Platten wurden dann über Nacht (ca. 15 h) bei 37°C inkubiert. Die positiven
Kolonien wurden mittels steriler Plastikstempel von den Platten isoliert, in 100 ml LB-
Medium inkl. 20 mg Amp über Nacht bei 37°C vermehrt und standen dann für die Plasmid-
Isolierung zur Verfügung (siehe 2.2.3.4).
2.2.3.4 Plasmidisolierung mit der „Miniscreen“-Methode nach Birnboim und Doly
Zur Identifizierung von plasmidhaltigen E. coli-Kolonien wurden aus den gebildeten
Kolonien die Plasmide isoliert und letztere durch eine Restriktionsspaltung bezüglich des
Vorhandenseins der integrierten Sequenz überprüft. Für diese Plasmidisolierung wurde
aufgrund der hohen Probenanzahl die „Miniscreen“-Methode nach Birnboim und Doly
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gewählt (223). Die DNA-Konzentration wurde anhand der Absorption eines DNA-Aliquots
bestimmt.
2.2.3.5 Spaltung der isolierten Plasmide mittels Restriktionsendonukleasen
Die isolierten Plasmide wurden mittels Restriktionsendonukleasen-vermittelter Spaltung
bezüglich der Anwesenheit der gewünschten Sequenz überprüft. Die Spaltungen erfolgten in
Ansätzen mit jeweils 20 ml Volumen: 2-4 ml Plasmid-DNA, 2 ml 10 x Restriktionspuffer und 1
ml eines oder mehrerer Restriktionsenzyme (in Abhängigkeit vom Plasmid und der inserierten
Sequenz wurden verschiedene Restriktionsenzyme eingesetzt: Eco RI, Bam HI, Hind III, Not
I, Rsa I); das Restvolumen bestand aus destilliertem Wasser. Die Ansätze wurden für 4 h bei
37°C inkubiert und anschließend für 15 min bei RT mit 1 ml RNase behandelt, um
verbleibende bakterielle RNA zu entfernen. Nach Abschluß der Spaltung wurden jeweils 5 ml
der Ansätze mit Hilfe eines 1,2%-igen Agarose-Gels analysiert (siehe 2.2.15). Nach der
Identifikation einer E. coli-Kolonie mit einem integrierten Plasmid inkl. der gewünschten
Sequenz wurde die Sequenz mittels Sequenzierung bestätigt (Sequenzierung siehe 2.2.16) und
die Kolonie weiterverarbeitet.
2.2.3.6 Plasmidisolierung mittels Nucleobond PC 100 Kit
Um die Plasmide in einer für die weiteren Anwendungen ausreichenden Menge und Reinheit
zu erhalten, wurde eine Plasmidpräparation im Midi-Maßstab mit Hilfe des Nucleobond PC
100 Kits durchgeführt. Die Präparation erfolgte gemäß den Herstellerangaben über eine
Nucleobond PC 100-Säule. Nach der Elution wurde die isolierte Plasmid-DNA mit 11 ml
Isopropanol gefällt, für 30 min bei 4°C mit 12000 g zentrifugiert und einmaligem Waschen
mit 70%-igem Ethanol in 500 ml H2O gelöst. Die DNA-Konzentration wurde anhand der
Absorption eines DNA-Aliquots bestimmt.
2.2.3.7 Plasmidisolierung mittels Nucleospin Plus Kit
Um die verschiedenen Plasmide in einer für die Sequenzierung benötigten Reinheit aus der
identifizierten Kolonie zu isolieren, wurde die Plasmid-Isolierung mit Hilfe des Nucleospin
Plus Kits durchgeführt. Die Präparation der Plasmid-DNA erfolgte mittels Nucleospin Plus-
Säulen gemäß den Angaben im Handbuch. Die Elution erfolgte durch Zentrifugation mit 30
ml H2O für 1 min bei RT mit 15700 rcf. Zusätzlich wurde aus einer weiteren über Nacht
inkubierten Kultur der gleichen Kolonie eine Glycerinkultur - bestehend aus 500 ml Glycerin
und 500 ml der Kultur - hergestellt und diese bis zur weiteren Verwendung bei –70°C
gelagert. Die DNA-Konzentration wurde anhand der Absorption eines DNA-Aliquots
bestimmt.
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2.2.3.8 Endotoxinfreie Plasmidisolierung mit dem NucleoBond PC 500 EF Kit
Um endotoxinfreie Plasmide zu isolieren, die eine für die Transfektion (siehe 2.2.14)
ausreichende Reinheit aufwiesen, wurde der NucleoBond PC 500 EF Kit eingesetzt. Dazu wurden
100 ml einer über Nacht bei 37°C kultivierten Bakterienkultur, die das zu isolierende Plasmid
enthielt, lysiert und mithilfe einer Nucleobond PC 500 EF-Säule isoliert. Nach der Elution wurde
die endotoxinfreie Plasmid-DNA mit 3,5 ml Isopropanol präzipitiert und für 30 min bei 12°C mit
15000 rcf zentrifugiert wurde. Das entstandene Plasmid-Pellet wurde mit 2 ml endotoxinfreiem
70%-igem Ethanol gewaschen (10 min, RT, 15000 rcf), getrocknet und schließlich für 1 h mit 250
ml endotoxinfreiem Wasser unter Schütteln gelöst. Die isolierte, endotoxinfreie Plasmid-DNA
wurde dann bei –20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.
2.2.3.9 Fällung der Plasmide
Um eine für die Transfektion ausreichende Reinheit der pUBT-luc-Vektoren zu garantieren,
wurden diese nach der endotoxinfreien Isolierung ein weiteres Mal durch eine Natriumazetat-
Ethanolfällung gereinigt. Dabei wurde den in 250 ml endotoxinfreiem Wasser gelösten
Plasmiden 32 ml einer 3M Natriumazetatlösung (pH = 4,8) und 500 ml Ethanol (100%-ig)
zugesetzt. Die Plasmide wurden für 18 h bei –20°C gefällt, anschließend für 15 min bei RT
und 15000 rcf abzentrifugiert und nach zweimaligem Waschen mit jeweils 200 ml 70%-igem
Ethanol bei RT getrocknet. Die Lösung erfolgte in 250 ml endotoxinfreiem Wasser. Die DNA-
Konzentration wurde anhand der Absorption eines DNA-Aliquots bestimmt.
2.2.4 Präparation von Kern- und Zellextrakten
Zur Gewinnung der zur Analyse der Jun- und Fos-Proteinexpression nötigen Proteinisolate
wurden Kernextrakte aus SM-Gewebeproben präpariert. Die zur Analyse der AUF-1-, TTP-
und HuR-Proteinexpression benötigten Zellextrakte wurden ebenfalls aus SM-Gewebeproben
isoliert. Die Kern- und Zellextraktion erfolgte jeweils mit dem Active Motif Nuclear Extract
Kit gemäß den Herstellerangaben. Die Zell- oder Kernextrakte wurde nach der Präparation
entweder sofort für die Proteinbestimmung eingesetzt oder bei -70°C gelagert. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem Bicinchoninsäure- (BCA-) Assay
(224). Nach der Bestimmung wurden die einzelnen Proben auf die gleiche
Proteinkonzentration eingestellt.
2.2.5 Die konventionelle Polymerase-Ketten-Reaktion
Die konventionelle Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase-chain-reaction, PCR) beruht auf
der exponentiellen in vitro-Replikation eines zu amplifizierenden DNA-Fragmentes mithilfe
einer thermostabilen DNA-Polymerase (z. B. Taq-Polymerase; 225) und synthetisch
hergestellter Oligonukleotide („Primer“; 226;227). Die optimalen Annealing-Temperaturen
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der für die verschiedenen Amplifikations-Reaktionen eingesetzten Primerpaare wurden durch
Gradienten über ein Temperaturspektrum von ca. 20°C ermittelt. Die Spezifität der Reaktion
wurde durch Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.2.15) und Sequenzierung der amplifizierten
Fragmente (siehe 2.2.16) bestätigt.
2.2.5.1 Konventionelle PCR
Die konventionelle PCR wurde in Ansätzen mit einem Volumen von jeweils 25 oder 50 ml
durchgeführt. In den Ansätzen waren enthalten: 2-5 ml DNA, je 200 ng beider Primer, je 0,2
mM dNTPs, 20 mM Tris-HCl (pH 8,4), 1,5 mM MgCl2, 50 mM KCl, 10% DMSO und 2,5
oder 5 Units Taq-DNA-Polymerase. Die Ansätze wurden mit H2O auf das entsprechende
Endvolumen aufgefüllt. In jedem Experiment wurde eine Negativkontrolle mitgeführt, die an
Stelle des DNA-Templates nur H2O enthielt.
Für die Synthese der DNA-Fragmente, die als Probe bei der DNA-Microarray-
basierten Mutationsanalyse dienten (siehe 2.2.13), wurden in 50 ml Ansätzen 20 ml DNA
(isoliert aus Blut) als Template sowie 2,5 mM biotinyliertes dUTP eingesetzt.
Zusammensetzung und Konzentration der anderen Reagenzien wurden nicht verändert.
Für die Synthese der DNA-Fragmente, die als Template beim Pyrosequencing dienten,
wurde jeweils 1 biotinylierter Primer eingesetzt.
Die genspezifischen PCR-Bedingungen (neben der immer vorgenommenen initialen
Denaturierung der DNA für 5 min bei 95°C) können den Tabellen A2 bis A5 (Anhang, Seite
xxviii-xxxiii) entnommen werden.
2.2.5.2 Reinigung von PCR-Produkten mittels QIAquick Purification Kit
Um die für sensitive Anwendungen - wie z. B. die direkte Sequenzierung - benötigte Reinheit
der PCR-Produkte zu garantieren, wurden diese mit Hilfe des QIAquick Purification Kits
gemäß Vorschrift gereinigt. Der Erfolg der Fragment-Reinigung wurde mittels Agarose-
Gelelektrophorese überprüft (siehe 2.2.15).
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2.2.6 Die „real-time“ Polymerase-Ketten-Reaktion
Der „real-time“ PCR liegt das gleiche Prinzip der exponentiellen DNA-Amplifikation
zugrunde wie der konventionellen PCR, allerdings kann die Entwicklung der DNA-
Amplifikation in der „real-time“ PCR noch während des laufenden Versuches („online“)
beobachtet werden. Diese Neuerung beruht auf der Markierung der bereits amplifizierten
dsDNA-Produkte mit einem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff, der nur an dsDNA bindet,
z.B. SYBR-Green oder Ethidiumbromid (228), oder sequenzspezifischen und
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotiden, wie  z.B. „Taq-man“ (229). Diese Produktsynthese
während der Amplifikation ist dabei von der initialen Template-Konzentration (c) in der
entsprechenden Kapillare abhängig. Dabei steigt die Fluoreszenz proportional zum log c des
Templates an. Ein weiteres Merkmal der „real-time“ PCR ist die wesentliche zeitliche
Verkürzung aller Schritte des Amplifikationsprotokolls, welche den insgesamt erforderlichen
zeitlichen Aufwand für „real-time“ PCR-Versuche trotz einer Erhöhung der benötigten
Zyklenzahl deutlich reduziert.
Für die Quantifizierung der einzelnen Gene muß eine externe Standardkurve
generiert werden. Dies geschieht durch Amplifikation und Fluoreszenzmessung von
zehnfachen Verdünnungen eines Plasmides oder eines konventionellen PCR-Produktes in
bekannter Konzentration, welches eine definierte Anzahl von Kopien des entsprechenden
Gens enthält. Nach Ende der PCR wird durch die Software des „real-time“ PCR
Thermocyclers eine Standardkurve generiert, welche die Abhängigkeit des log c von dem
Amplifikationszyklus zeigt, in welchem die detektierte Fluoreszenz zum ersten Mal ein
definiertes Schwellenniveau überschreitet. Dieser Zyklus wird als „Threshold“-Zyklus der
entsprechenden Ausgangskonzentration bezeichnet. Die Anzahl der Kopien des gesuchten
Gens in Proben unbekannter Konzentration wird quantifiziert, indem der Threshold-Zyklus
dieser Proben mit den Threshold-Zyklen der externen Standardkurve verglichen wird.
In dieser Studie wurde aus Gründen der universellen Einsatzbarkeit der nicht
sequenzspezifische Interkalator SYBR-Green als Fluoreszenzmarker gewählt. SYBR-Green
interkaliert in die kleine Furche der DNA und ist sehr stabil (nur 6% Aktivitätsverlust nach 30
Amplifikationszyklen). Die Reaktionen wurden in einem LightCycler (Roche Diagnostics)
durchgeführt. Die Heizgeschwindigkeit zwischen den einzelnen PCR-Schritten betrug in allen
Fällen 20°C/s (mit Ausnahme der Schmelzkurvenanalyse).
2.2.6.1 „Real-time“ PCR
Die „real-time“ PCR wurde in Ansätzen mit jeweils 20 ml Volumen durchgeführt. In den
Ansätzen waren enthalten: Verschiedene Konzentrationen eines externen Standards (siehe
2.2.7) oder der cDNA (Probenvolumen: 1 ml), je 200 ng beider Primer, 2 ml „10 x Fast start
reaction mix“ (enthält eine modifizierte, erst bei 95°C aktivierte „hot-start“ Taq-Polymerase;
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dNTPs; 10 mM MgCl2 und SYBR-Green) sowie weitere 2 ml MgCl2 (Endkonzentration: 3,6
mM). Die Ansätze wurden mit H2O aufgefüllt. In jedem Experiment wurde eine
Negativkontrolle (mit H2O statt eines Templates) mitgeführt.
Die Primersequenzen und genspezifischen PCR-Bedingungen (neben der immer
vorgenommenen initialen Denaturierung der DNA und Aktivierung der Taq-DNA-
Polymerase für 3 min bei 95°C) können der Tabelle A6 (Anhang, Seite xxxiv) entnommen
werden. Die Spezifität der Reaktion wurde neben der im Programm installierten
Schmelzpunktbestimmung der PCR-Produkte auch durch Agarose-Gelelektrophorese (siehe
2.2.15) und Sequenzierung der amplifizierten Fragmente (siehe 2.2.16) bestätigt.
2.2.6.2 Normalisierung der mRNA-Konzentration in den einzelnen Proben
Zur Normalisierung der einzelnen Proben auf den gleichen cDNA-Gehalt  wurde die
experimentelle Normalisierung der cDNA-Konzentration mittels „real-time“ PCR gewählt
(40).  Diese erfolgte durch eine tatsächliche Verdünnung der Proben anhand von
Verdünnungsfaktoren. Diese Faktoren wurden durch die Quantifizierung des mRNA-Gehaltes
des housekeeping-Gens Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) in den Proben
mittels „Real-time“ PCR ermittelt. Die Proben wurden durch insgesamt drei GAPDH-PCR
mit anschließender Korrektur der Verdünnungsfaktoren auf einen fast vollständig
übereinstimmenden cDNA-Gehalt normalisiert. Verbleibende marginale Abweichungen
wurden zusätzlich mathematisch korrigiert. Die Parameter der GAPDH-PCR sind der Tabelle
A5 (Anhang, Seite xxxii) zu entnehmen.
2.2.7 Herstellung der externen Standards und der Standardkurven
Als externe Standards dienten Plasmide, in die eine entsprechende Ziel-DNA-Sequenz mittels
Klonierung inseriert worden waren. Diese Plasmide wurden in zehnfachen Verdünnungen der
bekannten Ausgangskonzentrationen für die Generierung der externen Standardkurven
eingesetzt. Die Versuche zur Bestimmung des Threshold-Zyklus der jeweiligen
Verdünnungsstufe wurden mit denselben Primern durchgeführt, die auch in den späteren
Versuchen mit den unbekannten Proben eingesetzt wurden. Die definierten Konzentrationen
der externen Standards sowie der detektierte cDNA-Gehalt in den einzelnen Proben wurden in
„relativen Einheiten“ angegeben.
Im Fall von junD diente das Plasmid “RSV-JunD” (mit der kompletten junD-
Sequenz; 93) als externer Standard. Für alle anderen Gene wurde die komplette codierende
Gensequenz bzw. der im jeweiligen Fall mittels „real-time“ PCR zu amplifizierende Gen-
Abschnitt in den Vektor pUC19 kloniert. Die korrekte Sequenz aller eingesetzten Plasmide
wurde mittels Sequenzierung bestätigt (siehe 2.2.16)
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2.2.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western-Blot
Zur Bestimmung der Proteinexpression von AUF-1, TTP und HuR wurde die SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mit anschließendem Western-Blot eingesetzt.
Dabei wurden in der SDS-PAGE die Proteine aus den verschiedenen, auf die gleiche
Gesamtproteinkonzentration eingestellten Proben (siehe 2.2.4.3) der Größe nach aufgetrennt.
Nach der Auftrennung wurden die Proteine mittels Elektrotransfer auf eine
Nitrocellulosemembran überführt und das gewünschte Protein wurde mit einem spezifischen
primären AK markiert. Die Detektion der primären AK erfolgte mit einem Meerettich-
Peroxidase- (HRP-) gekoppelten sekundären AK, der nach Zugabe von HRP-Substratlösung
eine Chemolumineszenz erzeugte, die mithilfe von Photofilmen quantifiziert werden konnte.
2.2.8.1 Bestimmung der AUF-1-, TTP- und HuR-Proteinexpression mittels Western-Blot
Die zu analysierenden Proteinlösungen wurden über 1,5 mm dicke SDS-Polyacrylamidgele
(bestehend aus einem 10%-igen Trenngel- und einem 4,5%-igen Sammelgelabschnitt) in einer
Mini-Protean II-Apparatur aufgetrennt. Dazu wurden 10 bis 20 ml der durch Verdünnung auf
einen annähernd gleichen Gesamtproteingehalt normalisierten Proben mit 1/5 Volumen 5x
Probenpuffer versetzt und für 5 min bei 95°C denaturiert. Geringe Unterschiede im
Gesamtproteingehalt der Proben wurden bei der Auswertung mathematisch korrigiert. Nach
der Überführung der Probenansätze in die Geltaschen mit einer Hamilton-Spritze wurde die
Elektrophorese für 1,5 bis 2 h bei 30 mA durchgeführt. Als Positivkontrolle dienten 5 mg
Protein aus einem Kernextrakt PMA-stimulierter K4IM-Zellen (230).
Nach der SDS-PAGE wurden die Gele mithilfe des Mini-Protean II Tank Blotting
Systems über 45 min bei 400 mA auf die Nitrocellulosemembran transferiert. Danach wurde
die Membran mit 5%-iger Magermilchlösung (in TBS) für 1 h bei RT blockiert und nach
dreimaligem Waschen mit TBS/T über Nacht bei 4°C mit 5 ml primärem AK inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen wurde die Membran für 2 h mit 10 ml des sekundären, HRP-
konjugierten AK inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen wurde die Membran für 3
bis 5 min mit 1 ml SuperSignal Pico West-Lösung oder, bei geringen Proteinkonzentrationen,
mit SuperSignal Femto West-Lösung inkubiert. Die entstehenden Chemolumineszenz-Signale
wurden schließlich durch Belichtung eines Films für 1 bis 10 min in einer Autoradiographie-
Kassette detektiert.
Für HuR, AUF-1 und TTP fanden die folgenden AK Verwendung: Ein polyklonaler
Maus-Anti-HuR-AK (1:250 in 5% Milch-TBS/T), ein polyklonaler Kaninchen-Anti-AUF-1-
AK (1:500 in 5% Milch-TBS/T) und ein polyklonaler Kaninchen-Anti-TTP-AK (1:2500 in
5% Milch-TBS/T; 173).
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2.2.9 Enzyme-linked immuno sorbent assay
Der enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA; 231) zur Bestimmung der Jun- und Fos-
Proteinexpression beruht auf der Bindung von in Kernextrakten enthaltenen AP-1-Komplexen
an AP-1-Konsensus-DNA-Sequenzen, die am Boden von 96-Loch-Platten immobilisiert
wurden. Nach der Bindung der AP-1-Komplexe wurden die einzelnen Untereinheiten mit
einem primären AK gegen cJun, JunB, JunD oder cFos markiert. Die gebundenen primären
AK wurden dann mit einem HRP-gekoppelten sekundären AK markiert. Die spezifische
Menge der in den gebundenen AP-1-Komplexen enthaltenen Untereinheiten konnte dann
durch die Zugabe von HRP-Peroxidase-Substratlösung (Tetramethylbenzidin, TMB) und die
Auswertung der entstehenden Farbentwicklung bestimmt werden.
2.2.9.1 Bestimmung der Jun- und Fos-Proteinexpression mittels ELISA
Zur Analyse der Proteinexpression der Jun- und Fos-Proto-Onkoproteine in SM-Gewebe
wurde der Gehalt an cJun, JunB, JunD und cFos mithilfe von ELISA–basierten Kit-Systemen
in RA-SM (n = 13), OA-SM (n = 13), GT-SM (n = 6) und NK-SM (n = 5) analysiert. Für
JunB, JunD und cFos wurde der Active Motif TransAM AP-1 Family Kit eingesetzt, für cJun
der BD Mercury TransFactor cJun Kit.
Beim Active Motif TransAM AP-1 Family Kit wurden die Löcher in der Platte zuerst
mit 30 ml Bindungspuffer versetzt, dann 20 ml der Proteinlösung hinzugefügt (zwischen 2 und
20 mg; Positivkontrolle: 5 mg Protein aus WI-38 Kernextrakt oder Kernextrakt aus PMA-
stimulierten K4IM-Zellen; 230) und diese Ansätze für 1 h bei RT und 100 rpm inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen für 5 min mit 200 ml Waschpuffer wurden 100 ml des jeweils
benötigten primären AK hinzugefügt (alle 1:100 verdünnt in AK-Bindungspuffer) und die
Lösung für 1 h bei RT inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit 200 ml
Waschpuffer erfolgte die Zugabe des sekundären HRP-konjugierten AK (1:100 in AK-
Bindungspuffer). Die Inkubation bei RT wurde nach 1 h durch viermaliges Waschen beendet;
anschließend wurden zu jedem Ansatz 100 ml Entwicklungslösung gegeben und die
Farbentwicklung nach 20 min (inkubiert in Dunkelheit bei RT) mit 100 ml „Stop“-Lösung
abgebrochen. Die Auswertung erfolgte durch Messung der Absorption im Spektrophotometer
bei 450 nm (Referenzwellenlänge: 655 nm).
Ein entsprechendes Vorgehen wurde auch bei der Durchführung mit dem BD Mercury
TransFactor cJun Kit angewandt, wobei folgende Abweichungen zum anderen Kit-System
auftraten: 1. Die Löcher der Platte wurden mit 150 ml TransFactor-Puffer (mit Blocking-
Reagenz) für 15 min bei RT vorinkubiert, bevor dieser entfernt wurde und 50 ml des
Kernextraktes (bis zu 30 mg) eingesetzt wurden. 2. Der primäre AK wurde 1:50 in
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TransFactor-Puffer mit Blocking-Reagenz verdünnt; der sekundäre AK 1:100 in TransFactor-
Puffer mit Blocking-Reagenz. 3. Anstelle von „Stop“-Lösung wurde 1 M H2SO4 eingesetzt.
2.2.10 Immunhistologie
Immunhistologische Untersuchungen wurden eingesetzt, um in RA-, OA- und GT-SM-Proben
die Expression der Proteine cFos und JunB in der Deckzellschicht, diffusen Infiltraten,
fibrösen Gebieten und an der Knorpel-Pannus-Grenze zu untersuchen. Dazu wurden Kryostat-
Schnitte von Gelenkproben und das in (40) beschriebene Protokoll genutzt. Diese Arbeiten
erfolgten in Zusammenarbeit mit Herrn Professor Dr. R. W. Kinne und Frau B. Ukena (AG
Experimentelle Rheumatologie).
Die Kryostat-Schnitte wurden luftgetrocknet und für 10 min in Azeton und
Chloroform bei RT fixiert. Die Inkubation mit den Anti-cFos- und Anti-JunB-AK (1:50 bis
1:100 verdünnt in TBS/1% humanem Serum) erfolgte für 30 min bei RT in einer feuchten
Kammer. Nach einmaligem Waschen erfolgte die Inkubation mit einem sekundären, HRP-
gekoppelten Schwein-Anti-Kaninchen-AK (1:40 verdünnt in TBS/20% humanem Serum) für
30 min bei RT. In der anschließenden enzymatischen Reaktion wurde als HRP-Substrat eine
gefilterte Diaminobenzidin-Lösung eingesetzt (5 g, gelöst in 10 ml PBS mit 3% H2O2). Die
Gegenfärbung der Zellkerne wurde mit Mayer´s Hämatoxylin durchgeführt.
Bei den Negativkontrollen wurde das gleiche experimentelle Vorgehen gewählt, wobei
die primären AK aber durch identische Konzentrationen von Kaninchen-IgG ersetzt wurden.
Beim Einsatz dieser Kontrollen wurde in keinem Fall eine Färbung beobachtet.
2.2.11 Der Non-Isotopic RNase Cleavage Assay
Die Analyse von Mutationen und SNPs der codierenden Region der Gene junB und junD und
der Promotorregionen der jun- und fos-Gene erfolgte nach der Methode des „Non-Isotopic
RNase Cleavage Assay“ (NIRCA) (232;233). Dieser basiert auf der spezifischen Spaltung
von Fehlpaarungen („Mismatches“) zwischen zwei RNA-Strängen durch RNasen mit einer
Spezifität für Einzelstrang (ss)DNA. Dazu werden konventionell hergestellte PCR-Fragmente
(siehe 2.2.5.1) einer Wildtyp- (wt-) Probe des Gens und der verschiedenen zu untersuchenden
Gewebeproben hergestellt, die an ihren 5´-Termini über T7-RNA-Polymerase-Promotoren
verfügen (eingeführt über die PCR-Primer). Von diesen Fragmenten werden sowohl homo-,
als auch heterogene Gemische hergestellt (wt-/wt-Fragment und Probe-/Probe-Fragment, bzw.
wt-/Probe-Fragment), die mittels in vitro-Transkription durch die T7-RNA-Polymerase in
RNA transkribiert werden. Nach der Transkription werden die (zueinander komplementären)
RNA-Einzelstränge denaturiert - um potentiell störende Sekundärstrukturen zu eliminieren -
und schließlich (nach Zugabe eines die Hybridisierung fördernden Puffers) miteinander
hybridisiert. Im Falle der homogenen Ansätze aus reinen wt- oder reinen Probe-RNA-
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Strängen entstehen aufgrund der Anwesenheit nur einer RNA-Spezies in der Reaktionslösung
ausschließlich Homoduplices. Da im Falle des heterogenen wt-/Probe-Gemisches allerdings
zwei RNA-Spezies anwesend sind, entstehen neben den Homodoplices auch Heteroduplices
aus einem wt- und einem Proben-RNA-Strang. Werden diese Homo- und Heteroduplices nun
mit einem speziellen RNase-Gemisch behandelt, werden die Homoduplices nicht gespalten,
da es in ihnen aufgrund ihrer absoluten Komplementarität nicht zu Fehlpaarungen gekommen
ist. Sind in der DNA- bzw. RNA-Sequenz der Probe allerdings Unterschiede zur wt-Sequenz
vorhanden - z. B. Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen - wirken sich diese in
Fehlpaarungen zwischen dem wt- und dem Proben-RNA-Strang aus, die durch das RNase-
Gemisch gespaltet werden können. Die Produkte dieses RNase-Verdaus können nun in einem
Agarose-Gel nachgewiesen werden.
2.2.11.1 Detektion von Mutationen mittels MutationScreener
Für die Detektion potentieller Mutationen wurde der MutationScreener eingesetzt, der auf
dem oben beschriebenen Prinzip des NIRCA beruht. Untersucht wurden die codierenden
Regionen von junB und junD bzw. ca. 1,8 kb der Promotoren (inklusive der 5´-UTR) der jun-
und fos-Gene (aufgeteilt in zwei Promotorabschnitte für die jun-Gene und vier
Promotorabschnitte für cfos) in jeweils 10 RA-, 10 OA- und 5 GT/NK-Proben (im Falle des
junD-Promotorabschnitts II: n = 5 für RA/OA und n = 3 für GT/NK).
Die synthetisierten PCR-Fragmente der Proben, des wt und der Positivkontrolle
wurden durch Verdünnung auf einen identischen DNA-Gehalt normalisiert. Die Äquivalenz
der DNA-Konzentrationen wurde durch Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.2.15) und UV-
Absorptionsmessung bestätigt.
Die Transkription wurde in Ansätzen mit jeweils 6 ml Volumen durchgeführt und erfolgte
durch eine einstündige Inkubation bei 37°C. In den Ansätzen waren enthalten: 1-2 ml
Fragment (bzw. je 0,5-1 ml bei wt-/Proben-Gemischen), 1,2 ml von einem 2,5 mM rNTP-Mix,
0,6 ml Transkriptionspuffer, 0,6 ml T7-RNA-Polymerase und 1,6-2,6 ml RNase-freies H2O.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden den Ansätzen jeweils 2 ml Hybridisierungspuffer
zugesetzt. Nach einer Denaturierung der RNA für 5 min bei 105°C erfolgte eine Abkühlung
für 3 min bei RT, um eine Ausbildung der RNA-Homo- bzw. Heteroduplices zu ermöglichen.
Zur Überprüfung der RNA-Menge wurde eine Hälfte der Ansätze (je 4 ml) zusammen mit der
entsprechenden Menge des eingesetzten DNA-Fragments (0,5 ml) auf einem 1,2%-igen
Agarose-Gel unter RNase-freien Bedingungen analysiert. Die restlichen 4 ml wurden mit 0,12
ml RNase 1, 0,6 ml RNase T1 und 11,28 ml „RNase Digestion“-Puffer versetzt und für 25 min
bei 37°C inkubiert. Nach Beendigung der Inkubationsphase wurden die Ansätze mit 3 ml
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RNase-freiem Auftragspuffer vermischt und mit einem 2%-igen Agarose-Gel im Hinblick auf
neu aufgetretene Banden in den gemischten Ansätzen analysiert.
2.2.11.2 Identifikation der Position der identifizierten Mutationen/SNPs
Da die genaue Position der detektierten Mutation im Gel nicht feststellbar ist, müssen die
DNA-Fragmente, in denen ein Basenaustausch nachgewiesen werden konnte, kloniert und
dann konventionell sequenziert werden (siehe 2.2.3). Im Falle heterozygoter Mutationen
müssen mutationspositive Klone mittels NIRCA identifiziert und anschließend sequenziert
werden (2.2.16).
Zur korrekten und eindeutigen Bestimmung von Positionen innerhalb der Gene und
ihrer Promotoren wurde in der vorliegenden Arbeit das erste Nukleotid des Startcodons jedes
Gens als Position +1 definiert (ATG = +1), das direkt davor lokalisierte Nukleotid als -1. In
der Literatur wird zwar in der Regel der Transkriptionsstart als Position +1 definiert, jedoch
kam es hier in der Vergangenheit durch Unsicherheiten bei der Sequenzierung von cDNA oft
zu widersprüchlichen Positionsangaben. Durch die Festlegung des in jedem Falle eindeutig
definierten Startcodons (bei mehreren möglichen Startcodons wird das am weitesten
„upstream“ gelegene Startcodon gewählt) werden diese Schwierigkeiten umgangen. Dieses
Vorgehen wurde deshalb bereits bei der Einrichtung interner Datenbanken im Rahmen des
Jenaer Centrums für Bioinformatik eingesetzt (http://www.imb-jena.de/jcb).
2.2.12 Das Pyrosequencing
Das Pyrosequencing ist eine Methode zur Sequenzierung bekannter SNPs/Mutationen in einer
hohen Probenanzahl und wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Michael Utting (Abteilung
Genomanalyse am Institut für Molekulare Biotechnologie, heute Fritz-Lipmann-Institut für
Altersforschung) durchgeführt. Es basiert auf der indirekten „real-time“ Detektion von
Pyrophosphat, das beim Elongationsschritt einer Polymerasekettenreaktion aus reagierendem
dNTP freigesetzt wird, durch die Messung der emittierten Biolumineszenz (234).
Zuerst werden die einzelnen dNTPs nacheinander dem PCR-Ansatz zugesetzt. Wird
dabei dem Ansatz eine dNTP-Spezies zugesetzt, die zu dem gerade anstehenden
Elongationsschritt benötigt wird (d. h., die zur spezifischen Base des DNA-Templates
komplementär ist), wird dieses dNTP beim Elongationsschritt unter Freisetzung von
Pyrophosphat (PPi) in den neuen, synthetisierten DNA-Strang inkorporiert, während nicht-
komplementäre dNTPs zu keiner Reaktion führen. Das gebildete Pyrophosphat wird dann von
ATP-Sulfurylase als Substrat zur Synthese von ATP aus ebenfalls im Reaktionsansatz
vorliegendem AMP eingesetzt. Das entstehende ATP wird wiederum von einer Firefly-
Luziferase bei der Umwandlung von Luciferin zu Oxyluciferin unter Bildung von messbarer
Biolumineszenz verbraucht. Diese ist dabei proportional zum gebildeten ATP und damit zur
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Menge des vorher reagierenden dNTPs, so daß auch mehrere, hintereinander angeordnete
gleiche Basen (die angesichts des Überschusses an dNTP auch sofort an den neu
synthestisierten Strang eingebaut werden können) durch die Höhe des Lumineszenz-Peaks
identifiziert werden können. Nicht verbrauchtes dATP wird schließlich durch eine Apyrase zu
dAMP abgebaut; die Apyrase beeinträchtigt dabei die vorher ablaufenden Reaktionen nicht,
da sie relativ reaktionsträge ist und erst zeitversetzt den Abbau überschüssigen ATPs einleitet.
Damit das dATP, das als dNTP der Reaktion zugesetzt wird, nicht ebenfalls von der
Firefly-Luciferase umgesetzt wird und auf diese Weise ein falsch-positives Lumineszenz-
Signal erzeugt, wird für diesen Reaktionsschritt sulfuryliertes dATP (dATPaS) eingesetzt.
Dieses wird zwar von der Polymerase als Substrat akzeptiert, nicht jedoch von der Luciferase
(235). Da also jeweils nur dann ein Lumineszenz-Peak gemessen werden kann, wenn ein
komplementäres dNTP der Reaktion zugesetzt wird, kann durch eine computergestützte
Auswertung die Sequenz des mittels PCR amplifizierten Templates abgeleitet werden. Da die
Höhe des Peaks von der Menge des verbrauchten dNTPs abhängig ist, können auch
heterozygote SNPs oder Mosaiksituationen nachgewiesen werden. Bei einem heterozygoten
SNP wären die Peaks beiden an der SNP-Position vorliegenden Basen (wt bzw. SNP in
jeweils 50% der Template-Fragmente) nur halb so hoch wie die restlichen Peaks für alle
anderen Positionen (wt in allen Template-Fragmenten).
2.2.12.1 Pyrosequencing von DNA-Proben aus SM-Gewebe
Die Pyrosequencing-Reaktionen wurden mit einem PSQ96MA-Automaten in Streptavidin-
bedeckten 96-Loch-Platten durchgeführt. Die als Sequenzierungs-Template dienenden, an
einem DNA-Strang biotinylierten PCR-Fragmente (bis zu 5 pmol DNA) wurden auf der Platte
immobilisiert und für 3 min mit 0,5 M NaOH in 70%-igem Ethanol behandelt, um die Stränge
voneinander zu trennen. Nach der Entfernung der nicht biotinylierten Stränge wurden die für
das Pyrosequencing benötigten Reagenzien aus dem Kit „Pyro Gold Reagents“ mittels
Dispenser-Funktion im PSQ96MA-Automaten zugesetzt [4 ml Sequenzierprimer (20 pM/ml),
5,5 ml Enzym-Mix und 5,5 ml Substrat-Mix, der Rest des Ansatzes wurde mit Wasser
aufgefüllt]. Das Reaktionsvolumen betrug jeweils 50 ml. Vor jedem Elongationsschritt wurden
0,2 ml der einzelnen dNTPs (10 mM) unter Ausnutzung der Dispenser-Funktion zugesetzt. Die
emittierte Biolumineszenz wurde bei 560 nm gemessen, von der Pyrosequencing-Software für
jede Probe einzeln registriert und graphisch aufbereitet. Die eingesetzten Sequenzierprimer
können der Tabelle A7 (Anhang, Seite xxxvi) entnommen werden.
Um die Methode zu validieren, wurden aus der codierenden Region und im
Promotorbereich der Gene cjun und cfos verschiedene, aus der Literatur bekannte SNPs (cjun:
-1676, -1710; cfos: -135, -60) - und einige neu identifizierte Mutationen (cjun: +706, Deletion
+604 bis +606) - ausgewählt, die in hohen Allelefrequenzen auftreten (zwischen 20 und 50%
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aller Allele). Dazu wurde zunächst ein kommerziell erhältliches Gemisch aus humaner DNA
(isoliert aus Blut) von 80 bis 100 Individuen (Roche Diagnostics) als Template eingesetzt.
Danach erfolgte der Einsatz der Methode zur Detektion dieser Mutationen/SNPs in 27 RA-,
30 OA- und 9 GT/NK-SM-Proben. Dabei wurden einige der Proben, die bereits mit dem
NIRCA untersucht worden waren, als Positiv-, bzw. Negativkontrollen mitgeführt. Die
untersuchten Mutationen/SNPs können der Tabelle 7 (Seite 76) entnommen werden.
2.2.13 Der DNA-Microarray zur Analyse von Mutationen/SNPs mit einer
potentiellen Assoziation zu rheumatischen Erkrankungen
Um zu ermitteln, ob die mittels NIRCA (siehe 2.2.11) identifizierten sowie die in der Literatur
bekannten Mutationen/SNPs in den jun- und fos-Promotoren in einer höheren Frequenz in
Patienten als in Normalspendern nachweisbar sind, wurde in Zusammenarbeit mit der Firma
Clondiag Chip Technologies ein DNA-Microarray zur Analyse dieser Mutationen/SNPs
entwickelt (siehe 2.9). Durch die Untersuchung einer größeren Patientenpopulation kann
damit leichter analysiert werden, ob die einzelnen Mutationen/SNPs mit dem Auftreten
rheumatischer Erkrankungen assoziiert sind.
Dieser DNA-Microarray basiert dabei auf dem von der Firma Clondiag entwickelten
ArrayTube System. Dieses System besteht aus einem modifizierten, konventionellen
Reaktionsgefäß (ähnlich dem „Eppendorf-Tube“), dem sogenannten ArrayTube (AT), in
dessen Boden der eigentliche DNA-Microarray eingelassen ist. Dieser besteht aus einem
transparenten Glas-Chip, der eine 2 x 2 mm große Filtermembran mit bis zu 244
synthetisierten, immobilisierten DNA-Sonden trägt. Die DNA-Sonden sind ca. 20 Nukleotide
lang und enthalten in ihrer Sequenz jeweils eine Position, an der eine Mutation/ein SNP liegt;
an dieser Position ist in einer Sonde das wt-Nukleotid, in einer anderen Sonde die mutierte
Variante enthalten. Alle Sonden auf dem Chip liegen dabei in Duplikaten vor, um die
Möglichkeit von falsch positiven oder falsch negativen Resultaten zu minimieren.
Da eine auf den Chip gegebene mutierte DNA-Probe mit höherer Effizienz die Sonde
mit der mutierten Sequenz bindet (wobei allerdings eine leichte Kreuzreaktion mit der wt-
Sonde stattfindet), kann somit zwischen den beiden Varianten unterschieden werden. Sollte
ein(e) heterozygote(r) Mutation/SNP bzw. eine Mosaiksituation von Allelen zu einem
Gemisch aus wt- und mutierten DNA-Fragmenten in der Probe führen, werden auf dem Chip
beide Sonden gleichermaßen gebunden.
Um die verschiedenen codierenden Regionen und Promotor-Sequenzen bezüglich des
Auftretens von Mutationen/SNPs zu untersuchen, wurden von diesen Sequenzen mittels PCR
(siehe 2.2.5.1) biotinylierte DNA-Fragmente synthetisiert. Diese DNA-Fragmente wurden
dann als Proben für die Untersuchungen eingesetzt. Dazu wurden sie in Hybridisierungspuffer
gelöst, hitzedenaturiert und schließlich in ein (mit Hybridisierungspuffer prä-inkubiertes) AT
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überführt. Die Hybridisierung erfolgte unter Schütteln über Nacht bei einer vom jeweiligen
Fragment abhängenden Hybridisierungstemperatur. Am nächsten Tag wurde der Chip
gründlich gewaschen und anschließend mit FCS-haltiger Lösung blockiert. Die Detektion der
gebundenen biotinylierten Fragmente erfolgte mithilfe eines Streptavidin-HRP-Konjugats.
Nach erneutem Waschen wurde das AT mit Peroxidase-Substrat versetzt und der sich an den
Sonden niederschlagende blaue Farbstoff mit einem ArrayTube Reader (Modell ATR 01)
detektiert. Die Quantifizierung erfolgte mit der Software „Iconoclust“. Das Prinzip des AT-
Systems in Abbildung 5 dargestellt.
Abbildung 5: Das Prinzip des AT-Systems
(HRP-Strep: HRP-Streptavidin-Konjugat, TMB: True-Blue HRP-Substrat;
mit freundlicher Genehmigung von Clondiag Chip Technologies).
2.2.13.1 Optimierung und Validierung des DNA-Microarrays
Da die Hybridisierungsbedingungen vor allem von der Sequenz der zu untersuchenden Probe
(also des PCR-Fragmentes) abhängen und die Bedingungen für die verschiedenen Proben
dementsprechend stark variieren, musste der jeweilige Versuchsablauf für jedes Fragment
einzeln optimiert werden. Als Proben wurden DNA-Fragmente der codierenden Regionen und
der Promotoren der jun-/fos-Gene eingesetzt, die mittels PCR aus Plasmiden amplifiziert
wurden. Die zu variierenden Versuchs-Parameter waren dabei: die Konzentration der
eingesetzten Probe, der Hybridisierungspuffer, die Hybridisierungsdauer, die
Hybridisierungstemperatur, die Stärke des Schüttelns, die Zusammensetzung der
Waschpuffer, die Inkubationszeit, Zusammensetzung und Konzentration der
Blockierungslösung und die Inkubationszeit, Zusammensetzung und Konzentration der
Markierungslösung. Zur Optimierung wurde der AT-Microarray RHEUMA_1 eingesetzt,
dessen Layout und Probendefinition den Tabellen A8 und A10 (Anhang, Seite xxxvii und
xxxviii) entnommen werden können. Durch die Optimierung konnten schließlich für alle
Proben angemessene Versuchsbedingungen identifiziert werden. Auf dieser Basis wurde dann
der Microarray RHEUMA_3 entwickelt (siehe 2.2.13.2). Neben den Mutationen/SNPs der
jun- und fos-Gene enthält dieser Microarray auch einige für die RA relevante SNPs der Gene
p53, TNF-a und TNFRII. Layout und Probendefinition des Microarrays RHEUMA_3 können
den Tabellen A9 und A11 (Anhang, Seiten xxxvii und xl) entnommen werden.
Sonde
Probe
Biotin Hybridisierung Markierung FarbentwicklungTMB
Präzip.
HRP-
Strep.
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Um eine korrekte Diskriminierung zwischen wt- und mutierten Proben zu gewährleisten,
wurden initiale Experimente mit Proben der codierenden Region von cjun und cfos
durchgeführt. Bei der Synthese der Test-Proben mittels PCR (siehe 2.2.5.1) wurden dabei
Plasmide als Template eingesetzt, die die entsprechende Sequenz in der wt- oder mutierten
Form enthielten. Die synthetisierten Probenspezies wurden dann zunächst einzeln für die
Hybridisierung eingesetzt, um nachzuweisen, daß in der auf diese Weise simulierten
homozygoten Situation die korrespondierende Sonde stärker markiert wurde. In einem
weiteren Validierungsschritt wurden dann Gemische aus wt- und mutierten Sonden eingesetzt.
Dabei wurde die heterozygote Situation durch ein 50%/50%-Gemisch ebenso simuliert wie
verschiedene Mosaiksituationen, bei denen die beiden Probenspezies in ungleichen
Verhältnissen eingesetzt wurden (50%/50%, 25%/75%; 90%/10%; 95%/5%). Die einzelnen
Versuchsschritte und die im Laufe der Optimierung durchgeführten Parametervariationen sind
in den Tabellen A12 und A13 (auf den Seiten xliii und xliv) aufgeführt.
2.2.13.2 Anwendung des DNA-Microarrays
Ausgehend von aus Blut isolierter DNA von 50 RA-, OA- und normalen Spendern wurde der
DNA-Microarray für die Analyse der codierenden Regionen und der Promotoren der Gene
cjun, junB, junD und cfos eingesetzt, um seine Anwendbarkeit für hohe Probenzahlen
nachzuweisen. Die biotinylierten DNA-Fragmente (Proben) wurden mittels konventioneller,
asymmetrischer PCR synthetisiert (siehe 2.2.5.1). Die jeweiligen PCR- und
Versuchsbedingungen können der Tabelle A3 (Anhang, Seite xxx) bzw. Tabelle 5 (Seite )
entnommen werden.
2.2.14 Funktionelle Analyse von Promotor-Mutationen/SNPs
Um zu analysieren, welche funktionellen Auswirkungen die in der untersuchten
Patientenpopulation identifizierten Mutationen/SNPs (siehe 2.2.11) haben, wurde ein
Reportergen-Assay auf der Basis des „dual luciferase assay systems“ eingesetzt (236). Dabei
wurden die entsprechenden Promotorabschnitte in der wt- bzw. mutierten Variante in den
Reportergen-Expressionsvektor pUBT-luc kloniert (221; siehe 2.2.3). Dieser Vektor enthält
als Reportergen das Gen für die Firefly-Luciferase, welches in Abhängigkeit von einem vor
dem Gen lokalisierten Promotor exprimiert werden kann. Dieser Promotor wurde für die
funktionelle Analyse der verschiedenen Promotorabschnitte mit den geeigneten
Restriktionsenzymen entfernt und durch die zu analysierenden Promotorsequenzen ersetzt
(siehe 2.2.3.1). Danach wurden die endotoxinfrei isolierten (siehe 2.2.3.8) Reportergen-
Expressionsvektoren durch Transfektion in NIH-3T3-Zellen transferiert; dabei erfolgte eine
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Co-Transfektion mit dem Vektor pRL-CMV (237), der das Gen für die Renilla-Luciferase
enthält und als Transfektions- und Normalisierungskontrolle diente.
Nach ein- bzw. zweitägiger Kultur wurden die Zellen lysiert und die Expression des
Reporterproteins gemessen. Dadurch konnte die Expression des Reporterproteins unter
Einfluß des wt-Promotors mit der Reporterprotein-Expression unter Einfluß der mutierten
Promotorvariante verglichen werden. Normalisiert wurden die verschiedenen Ansätze dabei
mittels der Menge der exprimierten Renilla-Luciferase. Die Menge der exprimierten
Luziferasen wird dabei anhand der Emission der Biolumineszenz bestimmt, die (neben der
Freisetzung von CO2) bei der Umwandlung von Coelenterazin in Coelenteramid (unter
Umsatz von O2) durch die Renilla-Luciferase (238) bzw. durch die Umwandlung von
Luziferin in Oxyluziferin durch die Firefly-Luciferase entsteht (unter Umsatz von O2 und
ATP; 239). Die Transfektion der Zellen mit den verschiedenen Reportergen-
Expressionsvektoren erfolgte bei den stimulierten Ansätzen in Duplikaten und bei den
unstimulierten Ansätzen in Triplikaten.
2.2.14.1 Transfektion von NIH-3T3-Zellen mittels Polyfect Transfection Reagent
Für die Transfektion wurden die hergestellten pUBT-luc Reportergen-Vektoren mit den wt-
bzw. mutierten Promotorvarianten sowie die pRL-CMV Kontrollvektoren endotoxinfrei
isoliert (2.2.3.8) und auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt.
Die zur Transfektion benötigten NIH-3T3-Zellen wurden am Tag vor der Transfektion
in einer Konzentration von 1,5 x 105 Zellen/Loch in 2 ml D10F+ in 6-Loch-Platten ausgesät
und über Nacht bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Am nächsten Tag wurden die Zellen mit 2
ml PBS gewaschen und mit 1 ml D10F+ versetzt.
Zur Transfektion wurde 1 ml pUBT-luc (1 mg/ml) und 1 ml pRL-CMV (0,01 mg/ml) in
98 ml DMEM aufgenommen und die Lösung für 5 min bei RT inkubiert. Danach wurden die
Ansätze mit jeweils 12 ml Polyfect Transfection Reagent versetzt, für 10 min bei RT inkubiert
und dann mit D10F+ auf 1 ml aufgefüllt. Abschließend wurden die Ansätze komplett auf die
Zellen in den 6-Loch-Platten gegeben, so daß bei der Transfektion ein Endvolumen von 2 ml
erreicht wurde. Nach einer Inkubation der transfizierten Zellen für 24 bzw. 48 h bei 37°C und
5% CO2 wurden die Zellen mit 2 ml PBS gewaschen und nach Zugabe von 100 ml Passive
Lysis Buffer (Promega) mithilfe von Zellschabern lysiert. Nach 10-minütigem Schütteln der
Lysate bei RT und 500 rpm wurden die Zelltrümmer durch eine Zentrifugation für 5 min bei
4°C und 14000 rcf entfernt. Der Überstand wurde abgenommen, in neue Reaktionsgefäße
überführt und bis zur Messung der Lumineszenz bei -70°C gelagert.
Um die Funktion der Promotorabschnitte in einem stimulierten Zustand zu
untersuchen, wurden weitere Ansätze 16 h bzw. 40 h nach der Transfektion (also jeweils 8 h
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vor der Lyse der Zellen) mit 10 ng/ml PMA stimuliert. Alle sonstigen Schritte vor und nach
der Stimulierung wurden nicht verändert.
2.2.14.2 Lumineszenzmessung
Um die Lumineszenz in den einzelnen Proben zu messen, wurden 20 ml der Lysate in eine
weiße 96-Loch-Platte überführt. Die Auswertung erfolgte mithilfe des „dual luciferase assay
systems“. In einem Spektrophotometer wurden unter Ausnutzung der Dispenser-Funktion
jeweils 50 ml Luciferase Assay Reagent II pro Ansatz zugesetzt und die entstehende
Lumineszenz der exprimierten Firefly-Luciferase gemessen. Danach wurden die Ansätze mit
jeweils 50 ml Stop & Glo Reagent versetzt und die Lumineszenz der Renilla-Luciferase
(Transfektions- und Normalisierungskontrolle) gemessen. Die Ergebnisse der Firefly-
Luciferase-Messung wurden dann durch die Ergebnisse der Renilla-Luciferase-Messung
geteilt und damit normalisiert.
2.2.15 Agarose-Gelelektrophorese
Die Spezifität bzw. Quantität der Produkte der konventionellen PCR wurden mittels Agarose-
Gelelektrophorese überprüft. Bei den Versuchen zur mRNA-Expressionsanalyse wurden in
der Regel 1,5%-ige Gele für die Analysen eingesetzt, bei den Experimenten zur
Mutationsdetektion fanden 1,2%-ige bzw. 2%-ige Gele Verwendung.
Für die Expressionsanalysen wurden jeweils 10 ml der Produkte aus der
konventionellen PCR bzw. 5 ml der Produkte aus der „real-time“ PCR analysiert, für die
Mutationsanalyse-Experimente 4 ml der synthetisierten Fragmente bzw. der transkribierten
RNA. Die Elektrophorese der RNA fand jeweils unter RNase-freien Bedingungen statt.
Die Gelelektrophorese wurde unter folgenden Bedingungen durchgeführt: 80 V
Spannung und 30 min (kurze Fragmente und RNA) bzw. 45 min Laufzeit (lange Fragmente).
Nach dem Ende der Elektrophorese wurden die Gele unter UV-Licht photographiert oder mit
einem digitalen Geldokumentationssystem gescannt und die Ergebnisse gespeichert.
2.2.16 Sequenzierung
Um die Sequenzen der amplifizierten DNA-Fragmente zu überprüfen, wurde in dieser Studie
eine modifizierte Sequenzierung eingesetzt, die auf dem Prinzip der von Frederick Sanger
entwickelten „Didesoxymethode“ basiert (240). Mit dieser Methode erhält man gewöhnlich
Sequenzen bis zu 400 Nukleotiden.
Für die Sequenzierung der einzelnen PCR-Produkte und der verschiedenen Plasmide
wurden die Primer eingesetzt, die auch zur Synthese der jeweiligen Fragmente eingesetzt
wurden. Bei der Sequenzierung fand der „Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit“ Verwendung. Die Sequenzierungsreaktionen wurden in einem „Master Cycler
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Gradient“ Thermocycler in Ansätzen mit 15 ml Volumen durchgeführt. In den Ansätzen
waren enthalten: 10-40 ng DNA (entspricht einem Volumen von 1-10 ml), 10 pmol des
entsprechenden Primers (entspricht einem Volumen von 1 ml) und 4 ml Big Dye-Mix.
Folgende Zyklusparameter wurden für die Sequenzierungsreaktionen eingesetzt: 25 Zyklen
mit Denaturierung bei 98°C für 10 s, Primer-Anlagerung bei 50°C für 5 s und lineare
Amplifikation bei 60°C für 4 min. Nach dem Ende der Reaktion wurden die Ansätze mit 85
ml H2O versetzt und die DNA durch Zugabe von 10 ml 3 M Natriumazetat (pH 4,8) und 250
ml 96%-igem Ethanol gefällt. Im Anschluß an eine 10-minütige Inkubation bei RT erfolgte
eine Zentrifugation des Gemisches für 20 min bei 4°C mit 15700 rcf. Der Überstand wurde
entfernt, das DNA-Pellet einmal mit 100 ml 70%-igem Ethanol gewaschen, dann für 5 min bei
30°C unter Vakuum in 20 ml „Template Suppression Reagent“ gelöst und schließlich für 5
min bei 95°C inkubiert. Nach einer Abkühlung des Ansatzes für 5 min bei 4°C stand er dann
für die Sequenzierung mit einem Fluoreszenz-Sequenzierer zur Verfügung.
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2.2.17 Statistische Analyse und in silico-Analysen
Die aus der mRNA- und Proteinexpressionsanalyse der einzelnen Proben gewonnenen Daten
wurden als Mittelwerte (mean) ± Standardfehler (standard error of the mean, SEM)
dargestellt. Um die Unterschiede in der mRNA- und Proteinexpression der verschiedenen
Patientengruppen (RA, OA, GT und NK) in der SM und den isolierten Zellpopulationen
statistisch zu analysieren, wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney U-Test
herangezogen. Unterschiede mit einem P-Wert von £ 0,05 wurden als signifikant angesehen.
Da sich die mRNA-Expression in NK- und GT-Proben nicht signifikant unterschied,
wurden diese beiden Kontrollgruppen für die Korrelationsanalysen zusammengefaßt. Die
Korrelationsanalysen zwischen den experimentellen Daten sowie zwischen den Daten und
den klinischen Parametern der einzelnen Patienten wurden mit dem Spearman-Rank-Test
durchgeführt. Bei diesen multiplen Korrelationsanalysen wurde ein geringeres Niveau (P £
0.01) als Maß für die statistische Signifikanz akzeptiert, um die Gefahr von falsch positiven
Korrelationen aufgrund der multiplen Vergleiche zu minimieren. Durchgeführt wurde die
statistische Analyse mit dem Software-Programm SPSS 10.0.
Analysen zum Konservierungsgrad der einzelnen Basen wurden für die jun-
Promotoren von Frau Dr. U. Gausmann und für den cfos-Promotor von Herrn Dr. K.
Szafranski am Institut für Molekulare Biotechnologie mit dem Programm Multi-PIP-Maker
(„multi percentage identity plot“) durchgeführt (http://www.bx.psu.edu/miller_lab). Mit
diesem Programm wurden die homologen jun- und fos-DNA-Sequenzen verschiedener
Spezies miteinander verglichen. Anhand der Häufigkeit von Abweichungen zwischen den
einzelnen Spezies konnte der Konservierungsgrad berechnet werden. Für den Vergleich der
DNA-Sequenzen von cjun und cfos wurden folgende Spezies herangezogen: Mensch,
Schimpanse, Schwein, Rind, Hund, Katze, Ratte, Maus, Oppossum, Huhn und Zebrafisch. Für
junB und junD wurden Mensch, Schimpanse, Hund, Ratte, Maus und Zebrafisch miteinander
verglichen, wobei allerdings zum Zeitpunkt der Analyse nur für Mensch, Schimpanse, Ratte
und Maus vollständige Daten über die gesamte Promotorregion vorlagen.
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3. Ergebnisse
3.1 Analyse der mRNA-Qualität
Um die Qualität und die Stabilität der für die cDNA-Synthese eingesetzten mRNA zu
überprüfen, wurden Aliquots (je 5 ml) von 3 NK-, 3 GT-, 5 OA- und 5 RA-RNA-Proben mit
dem Agilent 2100 Bioanalyzer analysiert. Dabei zeigten die Elektropherogramme aller
untersuchten Proben distinkte Fluoreszenz-Peaks der 18S- und der 28S-rRNA, klare
Grundlinien ohne Unregelmäßigkeiten und das Fehlen weiterer Banden, die auf eine
Degradation der RNA oder eine Kontamination der RNA-Probe mit DNA hingewiesen hätten
(exemplarisch dargestellt in Abbildung 6A). Durch das Auftreten gut definierter 18S- und
28S-rRNA-Gelbanden ohne weitere Gelbanden oder einen undefinierten “Schmier” im Gel
kann die gute RNA-Qualität auch direkt anhand des Gelbildes bestätigt werden (siehe
Abbildung 6B auf der folgenden Seite).
In allen untersuchten Proben betrug das Verhältnis von 28S- zu 18S-rRNA wie
gewünscht 1,6; lediglich bei einer Probe wurde ein etwas geringeres Verhältnis von 1,4
akzeptiert, da auch in diesem Fall keine weiteren Anzeichen mangelnder RNA-Qualität
vorlagen.
Abbildung 6A: Elektropherogramme ausgewählter Proben aus den vier Patienten-/Probandengruppen.
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Abbildung 6B: Gelbilder aller hinsichtlich ihrer RNA-Qualität untersuchten Proben.
3.2 Quantifizierung der jun- und fos-mRNA- und Proteinexpression
3.2.1 Quantifizierung der jun- und fos-mRNA-Expression in der SM
Die Quantifizierung der jun- und fos-mRNA-Expression wurde mit der zuverlässigen und sehr
sensitiven „real-time“ RT-PCR durchgeführt. Das ermittelte mittlere Expressionsniveau der cjun
mRNA in post mortem NK war höher (5-fach), das Niveau in GT signifikant höher (8-fach) als die
Expression in RA (P = 0,018) und OA (P = 0,019; Abbildung 7A auf der folgenden Seite), während
RA und OA vergleichbare Expressionsniveaus aufwiesen. Alle SM-Proben mit Ausnahme von einer
NK-, zwei OA- und zwei RA-Proben wiesen eine cjun-mRNA-Expression auf.
Das junB-mRNA-Expressionsniveau war in post mortem NK, OA und RA vergleichbar. Die
junB-mRNA-Expression in GT war höher als in OA und RA (4-fach; Abbildung 7B). Alle SM-Proben
mit Ausnahme von einer NK-, drei OA- und einer RA-Probe wiesen eine junB-mRNA-Expression auf.
Die junD-mRNA-Expressionsniveaus waren in post mortem NK, OA und RA sehr ähnlich.
GT-Proben wiesen ein höheres Expressionsniveau auf als RA- und OA- (5-fach), bzw. NK-Proben
(12-fach; Abbildung 7C). Alle SM-Proben mit Ausnahme von einer NK-, einer OA- und drei RA-
Proben wiesen eine junD-mRNA-Expression auf.
Das cfos-mRNA-Expressionsniveau in RA und OA war vergleichbar, betrug aber ungefähr
das 3-fache der Expression in post mortem NK. GT-Proben wiesen eine höhere mittlere Expression
auf als RA- (17-fach), OA- (20-fach) und NK-Proben (60-fach; Abbildung 7D). Diese wurde
hauptsächlich durch zwei Proben mit extrem hoher cfos-mRNA-Expression verursacht. Alle SM-
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Proben mit Ausnahme von einer NK-, drei OA- und drei RA-Proben wiesen eine cfos-mRNA-
Expression auf.
Abbildung 7: mRNA-Expression der jun- und fos-Gene in der NK- (n = 5), GT- (n = 9), OA- (n = 25)
und RA-SM (n = 24). Signifikante Unterschiede (P < 0,05) sind mit einem Stern
gekennzeichnet.
3.2.2 Quantifizierung der jun- und fos-mRNA-Expression in isolierten
Zellpopulationen
In OA-SFB konnte im Vergleich zu RA-SFB eine leicht höhere Expression von cjun (2-fach;
Abbildung 8A auf der folgenden Seite), junB (2.5-fach; Abbildung 8B), und junD (3-fach;
Abbildung 8C) nachgewiesen werden, die Expression von cfos war hingegen in RA und OA
vergleichbar (Abbildung 8D).
In isolierten synovialen Mf aus OA-Proben konnte im Vergleich zu RA-
synovialen Mf  ebenfalls eine leicht höhere Expression von cjun und junB (beide 2-fach;
Abbildung 9A/B auf der folgenden Seite) nachgewiesen werden. Die mRNA-Expression von
junD und cfos war in diesem Fall in OA und RA vergleichbar (Abbildung 9C/D). Keiner der
Unterschiede in SFB oder Mf wies eine statistische Signifikanz auf.
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Abbildung 8: mRNA-Expression der jun- und fos-Gene in OA- (n = 12) und RA-SFB (n = 13).
Abbildung 9: mRNA-Expression der jun- und fos-Gene in OA- (n = 3) und RA-Mf (n = 3).
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3.2.3 Quantifizierung der Jun- und Fos-Proteinexpression in der SM
Die Quantifizierung der Jun- und Fos-Proteinexpression erfolgte mit Kit-Systemen, die auf
der Methode des ELISAs basieren. Das mittlere Expressionsniveau der cJun-Proteine war in
post mortem NK und RA vergleichbar, die Expression in RA war allerdings höher als in OA
(4,5-fach) und GT (3-fach; Abbildung 10A). Die Anzahl positiver Proben betrug 10/13 für
RA, 7/13 für OA, 3/6 für GT und 5/5 für post mortem NK.
Das mittlere JunB-Proteinexpressionsniveau war in RA signifikant höher als in OA
(23-fach; P = 0,045) und numerisch höher als in GT (5-fach) bzw. post mortem NK (9-fach;
Abbildung 10B). Die Anzahl positiver Proben betrug 6/13 für RA, 2/13 für OA, 3/6 für GT
und 2/5 für post mortem NK.
Das mittlere JunD-Proteinexpressionsniveau war in RA signifikant höher als in OA (7-
fach; P = 0,037) und post mortem NK (9-fach; P = 0,016) und numerisch höher als in GT (4-
fach; Abbildung 10C). Die Anzahl positiver Proben betrug 12/13 für RA, 10/13 für OA, 6/6
für GT und 3/5 für post mortem NK.
Das mittlere cFos-Proteinexpressionsniveau war in RA und NK vergleichbar, aber
numerisch höher als in OA (4-fach) und GT (13-fach; Abbildung 10D). Die Anzahl positiver
Proben betrug 5/13 für RA, 9/13 für OA, 2/6 für GT und 3/5 für post mortem NK.
Abbildung 10:   Expression der Jun- und Fos-Proteine in NK- (n = 5), GT- (n = 6), OA- (n = 13) und
RA-SM (n = 13). Signifikante Unterschiede (P < 0,05) sind mit einem Stern gekennzeichnet.
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3.2.4 Immunhistochemische Detektion der cFos- und JunB-Proteinexpression
Der immunhistochemische Nachweis der cFos- und JunB-Expression erfolgte in Kryostat-
Schnitten der SM mittels affinitätsgereinigter polyklonaler AK. Die Gegenfärbung des
Zellkerns erfolgte mit Hämatoxylin. Die Ergebnisse dieser Analyse in 10 RA-, 6 OA- und 6
NK-/GT-Proben sind für jeweils eine Probe in Abbildung 11 auf der folgenden Seite
dargestellt. Abbildung 11A - C zeigt die Analyse der cFos-Proteinexpression in RA-, OA- und
GT-SM-Proben. In Abbildung 11D - F ist die JunB-Proteinexpression in RA- und OA-SM
sowie an der Knorpel-Pannus-Grenze in der RA-SM dargestellt.
In der RA-SM konnte eine deutliche JunB- und cFos-Proteinexpression vor allem in
der Deckzellschicht und in diffusen Infiltraten nachgewiesen werden (siehe Abbildung 11A
bzw. 11D). Eine starke Expression von JunB war auch an der Knorpel-Pannus-Grenze in der
RA-SM nachweisbar (Abbildung 11F). In der OA-SM war ebenfalls eine deutliche JunB- und
cFos-Expression in der Deckzellschicht detektierbar (Abbildung 11B bzw. 11E). Allerdings
war die Zahl der positiven Zellen bei der Betrachtung aller SM-Proben insgesamt geringer als
in der RA-SM.
Die Detektion der cFos-Proteinexpression in GT-SM-Proben zeigte, daß in dieser
Patientenpopulation ebenfalls eine geringere Proteinexpression als in der RA vorliegt. Die
cFos-Expression konnte dabei vor allem in fibrösen Gebieten nachgewiesen werden
(Abbildung 11C).
Insgesamt exprimieren vor allem Zellen in der Deckzellschicht und in diffusen Infliltraten
große Mengen an Proto-Onkoproteinen. Dabei treten in der RA-SM mehr positive Zellen als
in der OA-SM auf. Durch in situ Hybridisierung von Kollagen III-mRNA (durch die SFB
identifiziert wurden) konnte nachgewiesen werden, daß die Produktion von JunB/cFos
hauptsächlich in den SFB stattfindet (Daten nicht gezeigt). Auch am Ort pro-destruktiver
Prozesse, d. h. an der Knorpel-Pannus-Grenze, konnte eine Proto-Onkoprotein-Expression
nachgewiesen werden.
Abbildung 11 (folgende Seite):  Immunhistochemische Detektion von cFos (A-C) und JunB (D-F) in der
RA- (A, D), OA- (B, E)- und GT-SM (C) bzw. an der Knorpel-Pannus-Grenze in der RA-SM (F);
ll: „lining layer“ – Deckzellschicht; d: diffuse Infiltrate; p: Pannus, k: Knorpel, f: fibröse Gebiete; Pfeile zeigen
Proto-Onkoprotein-positive Zellkerne an.
Die Originalvergrößerungen betrugen für A, B und C 184 x; für D, E und F 168 x.
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3.2.5 Korrelationsanalysen
In der SM von NK-/GT-Proben bzw. OA-Proben traten signifikante Korrelationen zwischen
der mRNA-Expression von cjun und cfos, cjun und junD sowie cfos and junD auf (Tabelle 2).
Die mRNA-Expression in RA-Proben wies hingegen signifikante Korrelationen zwischen
cjun und junB, cjun und junD sowie cfos und junD auf (Tabelle 2), was in einem
verschobenen Korrelationsprofil zwischen NK/GT und OA auf der einen und RA auf der
anderen Seite resultierte (Abbildung B1 im Anhang, Seite xlv).
In der SM von NK-/GT-Proben trat außerdem eine signifikante Korrelation zwischen
der Proteinexpression von cJun und JunB sowie JunD und JunB auf (Tabelle 2; Abbildung
B1), während in RA-SM eine signifikante Korrelation zwischen cJun und cFos sowie JunD
und JunB nachgewiesen werden konnte. Eine Verschiebung des Korrelationsprofils tritt also
auch bei der Proteinexpression in RA-SM verglichen mit NK-/GT-SM auf (Tabelle 2;
Abbildung B1). Auffällig ist dabei besonders die Umkehrung der Korrelationen zwischen den
Paaren cjun – cfos und cjun – junB in NK/GT und RA sowohl auf der mRNA- als auch auf
der Proteinebene.
RA-SM-Proben wiesen signifikante Korrelationen zwischen der JunB- bzw. der
JunD-Proteinexpression und dem Alter der entsprechenden Patienten auf (beide: r = 1.0, P <
0.001). Außerdem konnten in RA-Proben signifikante negative Korrelationen zwischen
JunB/JunD und dem C-reaktiven Protein (CRP; r = -1.0, P < 0.001) sowie zwischen
JunB/JunD und dem Rheumafaktor (RF; r = -1.0, P < 0.001) ermittelt werden.
Für insgesamt 33 Patienten lagen darüber hinaus sowohl mRNA- als auch
Proteinexpressionsdaten vor, allerdings ergaben die durchgeführten Analysen in keiner
Patientengruppe signifikante Korrelationen zwischen der Expression der verschiedenen
mRNA-Spezies und dem entsprechenden Proto-Onkoprotein.
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Tabelle 2: Spearman-Rank Korrelationsanalyse der mRNA- und der Proteinexpression der jun- und fos-
proto-Onkogene in der Synovialmembran von NK/GT (mRNA: n = 14; Protein: n = 11)
und RA-Patienten (mRNA: n = 24; Protein: n = 13)
NK/GT RA
r = 0.754
P < 0.01
n = 14
cjun – cfos n. s.
n. s. cjun – junB
r = 0.600
P < 0.01
n = 24
mRNA
r = 0.912
P < 0.01
n = 14
cjun – junD
r = 0.543
P < 0.01
n = 24
r = 0.807
P < 0.01
n = 14
junD – cfos
r = 0.764
P < 0.01
n = 24
n. s. cJun – cFos
r = 0.626
P = 0.02
n = 13
Protein
r = 0.710
P = 0.01
n = 11
cJun – JunB n. s.
r = 0.605
P < 0.05
n = 11
JunD - JunB
r = 0.741
P < 0.01
n = 13
   r = Korrelationskoeffizient, P = P-Wert (Signifikanz), n. s. = nicht signifikant
OA-mRNA Proben (n = 25) zeigten das gleiche Korrelationsmuster wie NK-/GT-Proben (cjun – junD: r = 0.732,
P < 0.001; cjun – junB: nicht signifikant; cjun – cfos: r = 0.705, P < 0.001;  junD – cfos: r = 0.574, P = 0.003);
OA-Proteinproben wiesen keine Korrelationen auf.
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3.3 Quantifizierung der mRNA- und Proteinexpression von
stabilitätsmodifizierenden Proteinen
3.3.1 Quantifizierung der AUF-1-, TTP- und HuR-mRNA-Expression in der SM
Die Quantifizierung der mRNA-Expression der mRNA-stabilitätsmodifizierenden Proteine
wurde ebenfalls mittels „real-time“ RT-PCR durchgeführt.
Das mittlere Expressionsniveau der AUF-1-mRNA in post mortem NK, GT, OA und
RA war vergleichbar (Daten nicht gezeigt). Alle SM-Proben mit Ausnahme von einer OA-
Probe wiesen AUF-1-mRNA-Expression auf.
Das TTP-mRNA-Expressionsniveau war in GT im Vergleich zu post mortem NK nur
leicht numerisch erhöht (1,3-fach). Die GT-Proben wiesen eine höhere TTP-mRNA-
Expression im Vergleich zur RA (2,5-fach) und eine signifikant höhere TTP-mRNA-
Expression im Vergleich zur OA auf (6,5-fach; P = 0,015). Außerdem zeigten die NK-Proben
eine signifikant höhere Expression als die OA- (5-fach; P = 0,007) und RA-Proben (2-fach; P
= 0,045). Die Expression in der RA war andererseits signifikant höher als in OA-Proben (2,5-
fach; P = 0,013; Abbildung 12A). Alle SM-Proben mit Ausnahme von einer RA-Probe
wiesen eine TTP-mRNA-Expression auf.
Die HuR-mRNA-Expressionsniveaus waren in post mortem NK, OA und RA sehr
ähnlich, allerdings wiesen die NK-Proben ein signifikant höheres Expressionsniveau auf als
GT-Proben (4-fach; P = 0,034; Abbildung 12B). Alle SM-Proben wiesen HuR-mRNA-
Expression auf.
Abbildung 12: mRNA-Expression der Gene TTP und HuR in der NK- (n = 4), GT- (n = 3), OA- (n = 15)
und RA-SM (n = 15). Signifikante Unterschiede (P < 0,05) sind mit einem Stern
gekennzeichnet.
3.3.2 Quantifizierung von AUF-1-, TTP- und HuR-Proteinexpression in der SM
Die Proteinexpression der mRNA-stabilitätsmodifizierenden Proteine wurde mittels Western-
Blot quantifiziert.
Das mittlere AUF-1-Proteinexpressionsniveau war in post mortem NK-, GT-, OA- und
RA-Proben vergleichbar, alle Proben waren positiv (Daten nicht gezeigt).
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Das mittlere TTP-Proteinexpressionsniveau war in OA und RA vergleichbar. RA-
Proben wiesen ein signifikant erhöhtes Expressionsniveau auf als GT- (1,4-fach; P = 0,039)
und NK-Proben (1,6-fach; P = 0,046; Abbildung 13A). Alle Proben waren positiv.
In post mortem NK- und GT-Proben war keine HuR-Proteinexpression nachweisbar.
RA-Proben zeigten eine erhöhte HuR-Proteinexpression im Vergleich zu NK-Proben und eine
signifikant erhöhte Expression im Vergleich zu GT-Proben (P = 0,043), aber nur eine leicht
erhöhte Expression im Vergleich zu OA-Proben (1,5-fach; Abbildung 13B). Die Anzahl
positiver Proben betrug 5/6 für RA-SM, 4/6 für OA-SM, 0/3 für GT und 0/2 für post mortem
NK.
Abbildung 13: TTP- und HuR-Proteinexpression in der NK- (n = 2), GT- (n = 3), OA- (n = 6)
und RA-SM (n = 6). Signifikante Unterschiede (P<0,05) sind mit einem Stern
gekennzeichnet.
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3.4 NIRCA-basierte Mutationsanalyse der codierenden Regionen von
junB
und junD in der SM
3.4.1 NIRCA-basierte Mutationsanalyse der codierenden Region des Gens junB
Um Mutationen in der codierenden Region (und den Promotoren, siehe 3.5) auch dann zu
detektieren, wenn diese in heterozygoter Form oder nur in einem geringen Teil der Zellen
auftreten („Mosaiksituation“), wurde der hochsensitive NIRCA zur Mutationsanalyse
eingesetzt. Die Mutationsanalyse der codierenden Region des Gens junB in jeweils 15 RA-
und OA-Proben sowie 6 NK führte zur Identifikation eines bereits bekannten SNPs in einer
RA- (EB 6), zwei OA- (EB 8 und 9) und einer NK-Probe (NST 1). Dieser SNP konnte nach
Klonierung und Sequenzierung an der Position +474 lokalisiert werden.
Es handelt sich dabei um einen Basenaustausch an der dritten Position eines die AS
Serin kodierenden Basentripletts (TCC ® TCA), also um eine stille Mutation, die keinen AS-
Austausch nach sich zieht. Da aufgrund des stillen Charakters keine funktionellen
Auswirkungen dieser Mutation zu erwarten waren, wurde die entsprechende mutierte Sequenz
nicht bezüglich funktioneller Auswirkungen auf das Zellverhalten überprüft.
3.4.2 NIRCA-basierte Mutationsanalyse der codierenden Region des Gens junD
Die in (241) beschriebene Mutationsanalyse der codierenden Region des Gens junD in jeweils
7 RA und OA Proben sowie 3 NK wurde im Rahmen dieser Dissertation auf jeweils 10 RA-
und OA-Proben sowie 6 NK erweitert. Allerdings konnten auch bei den neuen Analysen keine
Mutationen nachgewiesen werden, alle Proben verfügten in der codierenden Region über die
wt-Sequenz.
3.5 NIRCA-basierte Mutationsanalyse der Promotorregionen der jun-
und fos-Gene
3.5.1 NIRCA-basierte Mutationsanalyse der Promotorregion der Gene cjun, junB,
junD und cfos in der RA-SM
Die Mutationsanalyse von jeweils ca. 1,8 kb der Promotorregionen der Gene cjun, junB, junD
und cfos wurde in jeweils 10 RA- und OA-Gewebeproben, sowie in Proben von 5 normalen
Kontrollen (4 NK und 1 GT) durchgeführt.
Im cjun-Promotor wurde in zwei RA-Proben eine bereits bekannte Insertion  zwischen
den Positionen -617 und -618 identifiziert (AG ® ACAG; Literatur-Allelfrequenz 0,07)
sowie eine bisher unbekannte Insertionsmutation zwischen den Positionen -823 und -824 in
einer OA-Probe (AG ® AAG). Bei der Sequenzierung dieser Probe wurde außerdem ein
weiterer, bereits bekannter SNP an der Position -1676 identifiziert (CCA ® CGA; Literatur-
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Allelfrequenz 0,39), der mit dem NIRCA aufgrund seiner Lokalisation am äußeren Ende des
untersuchten Fragments nicht identifiziert werden konnte. Dieser SNP wurde durch
Pyrosequencing in dieser und weiteren Proben (siehe 3.8.2) bestätigt.
Im junB-Promotor wurde in jeweils zwei RA- und OA-Proben eine neue Mutation
(GCA ® GGA) an der Position -484 detektiert.
Die Mutationsanalyse des junD-Promotors führte innerhalb der ersten 1,8 kb nicht zur
Detektion von neuen Mutationen; bekannte SNPs sind in dieser Region ebenfalls nicht
vorhanden.
Im Promotor des Gens cfos wurden folgende Mutationen/SNPs entdeckt: ein
bekannter SNP an der Position –60 (TCC ® TTC; Literatur-Allelfrequenz 0,47) in 9 RA-
Proben, 8 OA-Proben und 4 Normalkontrollen und ein weiterer bekannter SNP  an der
Position -135 (ATC ® AAC; Literatur-Allelfrequenz 0,49) in 9 RA-, 8 OA- und 4 NK-
Proben. Die Ergebnisse der Mutationsanalyse in der SM mittels NIRCA sind in der Tabelle 3
auf der folgenden Seite zusammengefaßt.
Als Beispiel für die Detektion von Spaltprodukten im Agarosegel nach Durchführung des
NIRCAs ist in Abbildung 14 das Gel der Spaltung des ersten cjun-Promotor-Abschnittes
(+260 bis -779) dargestellt, die zur Identifikation des SNPs an der Position –617/-618 führte.
Abbildung 14: Agarosegel der Spaltung des cjun-Promotor-Abschnitts I.
Die Abbildung zeigt das Ergebnis der Spaltung von Heteroduplex-RNA aus mutierten und wt-RNA-Strängen.
Die reine wt-RNA auf Bahn 3 wurde nicht gespalten, die Mischung aus wt-RNA und mutierter Proben-RNA
wurde im Falle der Heteroduplexbildung zwischen zwei verschiedenen Strängen gespalten, so daß sich eine
zweite Bande im Gel nachweisen läßt (Bahnen 2 und 4). Das Auftreten einer zweiten Bande auch in den reinen
Patienten-Proben-Ansätzen auf den Bahnen 1 und 5 deutet auf eine heterozygote Situation aus wt- und mutierten
Allelen in den Proben hin.
 Bahn
    1       2        3       4       5
EB 4   EB4   wt   EB6   EB6
           +wt           +wt
Homoduplex-RNA (nicht gespalten, 1000 bp)
Spaltprodukte (Heteroduplex-RNA, ca. 800 bp)
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Tabelle 3: Ergebnisse der Mutationsanalyse der jun- und fos-Promotoren in der SM mittels NIRCA und
anschließender Sequenzierung (n. u.: nicht untersucht)
cjun junB cfosPatient
-823/-824 -617/-618 -484 -135 -60
RA:
EB 3 wt* wt* wt* wt* wt*
EB 4 wt* M* wt* M* M*
EB 6 wt* M* wt* M* M*
EB 7 wt* wt* wt* M* M*
EB 20 wt* wt* wt* M* M*
EB 23 wt* wt* M* M* M*
EB 25 wt* wt* wt* M* M*
EB 26 wt* wt* M* M* M*
EB 27 wt* wt* wt* M* M*
EB 28 wt* wt* wt* M* M*
OA:
EB 8 wt* wt* wt* M* M*
EB 9 wt* wt* wt* M* M*
EB 10 wt* wt* wt* wt* wt*
EB 12 wt* wt* M* M* M*
EB 14 wt* wt* M* M* M*
EB 15 wt* wt* wt* M* M*
EB 17 wt* wt* wt* M* M*
EB 18 wt* wt* wt* wt* wt*
EB 22 wt* wt* wt* M* M*
EB 24 M* wt* wt* M* M*
Normale:
J 2 wt* wt* wt* wt* wt*
NST 1 wt* wt* wt* M* M*
NST 2 wt* wt* wt* M* M*
NST 4 wt* wt* wt* M* M*
NST 5 wt* wt* wt* M* M*
Heterozygote Mutationen/SNPs sind mit einem Stern gekennzeichnet.
3.5.2 Analyse der identifizierten Mutationen im Blut und in SFB
Die in der SM identifizierten Mutationen/SNPs in den Promotoren der verschiedenen jun- und
fos-Gene wurden in DNA-Proben aus Blut und SFB überprüft.
Im cjun-Promotor wurde die bekannte Insertion zwischen den Positionen -617 und -
618 auch in den Blut- und SFB-Proben beider betroffener Patienten nachgewiesen; auch die
erstmals beobachtete Insertionsmutation zwischen den Positionen -823 und -824 konnte in
den Blut- und SFB-Proben des betroffenen OA-Patienten identifiziert werden.
Im junB-Promotor wurde die neue Mutation an der Position -484 in den Blutproben
aller betroffenen Patienten und in jeweils einer RA- und OA-SFB-Probe bestätigt. Von den
beiden restlichen Patienten lagen entweder keine SFB vor oder sie konnten aus technischen
Gründen nicht analysiert werden.
Im cfos-Promotor wurden die SNPs an der Position -60 und -135 in Blutproben von 6
RA-Patienten und 5 OA-Patienten nachgewiesen, außerdem in den SFB-Proben von jeweils 3
RA- und OA-Patienten. Alle identifizierten Mutationen und SNPs liegen damit als Keimbahn-
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Mutationen („germline“) vor. Die Ergebnisse der Mutationsanalysen in genomischer DNA
aus Blut und SFB sind in der Tabelle 4 zusammengefaßt.
Tabelle 4: Ergebnisse der Mutationsanalyse im Blut und in SFB
(n. u.: nicht untersucht; n. v.: Blut-Probe nicht vorhanden/nicht amplifizierbar).
cjun junB cfosPatient
-823/-824 -617/-618 -484 -135 -60
RA:
EB 3 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v.
EB 41 n. u. M* n. u. n. v. n. v.
EB 61 n. u. M* n. u. n. v. n. v.
EB 7 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v.
EB 201 n. u. n. u. n. u. M* M*
EB 23 n. u. n. u. M* M* M*
EB 25 n. u. n. u. n. u. M* M*
EB 261 n. u. n. u. M* M* M*
EB 27 n. u. n. u. n. u. M* M*
EB 28 n. u. n. u. n. u. M* M*
OA:
EB 8 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v.
EB 9 n. u. n. u. n. u. M* M*
EB 10 n. u. n. u. n. u. n. u. n. u.
EB 121 n. u. n. u. M* n. v. n. v.
EB 141 n. u. n. u. M* n. v. n. v.
EB 15 n. u. n. u. n. u. M* M*
EB 17 n. u. n. u. n. u. M* M*
EB 18 n. u. n. u. n. u. n. u.* n. u.*
EB 221 n. u. n. u. n. u. M* M*
EB 241 M* n. u. n. u. M* M*
Normale:
J 2 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v.
NST 1 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v.
NST 2 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v.
NST 4 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v.
NST 5 n. v. n. v. n. v. n. v. n. v.
Heterozygote Mutationen/SNPs sind mit einem Stern gekennzeichnet. Mit 1 gekennzeichnete Proben wurden
auch in SFB untersucht.
3.6 Funktionelle Analysen
3.6.1 Reportergen-Expression in Abhängigkeit vom vorgeschalteten Promotor
(unstimulierte Zellen)
Um zu analysieren, ob und welche funktionellen Auswirkungen die mit dem NIRCA
identifizierten Mutationen auf die Funktion des jeweiligen Promotors haben, wurde ihre
funktionelle Bedeutung mithilfe von Reportergenkonstrukten überprüft. Das durch einen
Leervektor verursachte Luziferase-Signal wurde als Nullwert eingesetzt. Dabei zeigte sich
sowohl am ersten als auch am zweiten Tag nach der Transfektion, daß die mutierten
Promotorvarianten im Vergleich zu den wt-Promotoren eine deutlich reduzierte Expression
des Reportergens bewirken.
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Eine nachweisbare Reportergen-Expression wurde durch die wt-Variante des cjun-Promotor-
Abschnitts I hervorgerufen, obwohl dieser nur große Teile der 5´-UTR umfaßt (Position -1 bis
-779), aber nicht den eigentlichen Kern-Promotor (ab -973). Durch die mutierte Variante des
cjun-Promotors I (SNP an Position-617/-618) verringert sich diese Expression signifikant um
ca. 80% (Abbildung 15 A auf der folgenden Seite).
Das gleiche Bild zeigt sich bei der Betrachtung der Luziferase-Expression in
Abhängigkeit vom junB-Promotor I (-1 bis -842; Mutation an Position -484) bzw. vom cfos-
Promotor I (-1 bis -468), der die miteinander gekoppelten SNPs -60 und -135 beinhaltet. Die
mutierten Varianten beider Promotoren reduzieren die Reportergen-Expression signifikant um
mehr als 90% (Abbildung 15 A).
Interessanterweise zeigt der cjun-Promotor II, der den eigentlichen (in der Literatur
beschriebenen) Kern-Promotor und das 5´-Ende der 5´-UTR enthält (-619 bis -1736; Mutation
an Position -823/-824 und SNP an Position -1676) weder in der wt-, noch in der mutierten
Variante eine über die Leervektor-Transfektion (mock) hinausgehende Luziferase-Expression
(Daten nicht gezeigt). Dies galt auch, wenn mutierte Varianten des Promotors transfiziert
wurden, die nur die Mutation -823/-824 oder nur die Mutation -1676 aufwiesen. Da in allen
Ansätzen eine deutliche Expression der Transfektionskontrolle Renilla-Luziferase gemessen
wurde, ist ein Fehlschlag der Transfektion auszuschließen.
3.6.2 Reportergen-Expression in Abhängigkeit vom vorgeschalteten Promotor
(Stimulierung der Zellen mit PMA)
Die Funktionsfähigkeit des jeweiligen Promotors wurde im gleichen System auch nach einer
Stimulierung mit dem Phorbolester PMA untersucht. Dabei zeigte sich für den cjun-Promotor
I (-1 bis -779; SNP an Position -617/-618) und den cfos-Promotor I (-1 bis -468; gekoppelte
SNPs an Position -60 und -135) ein ähnliches Bild wie ohne Stimulierung. Sowohl nach dem
ersten, als auch nach dem zweiten Tag wird die Expression des Reportergens durch die
mutierten Promotorvarianten deutlich reduziert. Die Reduktion um mehr als 90% ist dabei im
Falle von cjun sogar noch stärker als ohne Stimulierung (Abbildung 15 B auf der folgenden
Seite).
Der schon während des unstimulierten Versuches aufgetretene Ausfall der Luziferase-
Expression der wt- und der mutierten Variante des cjun-Promotors II (619 bis -1736;
Mutation an Position -823/-824, SNP an Position -1676) konnte auch unter Stimulierung
bestätigt werden.
Von den Ergebnissen des unstimulierten Versuches weicht nur der junB-Promotor I ab
(-1 bis -842; Mutation an Position -484). Die mutierte Variante dieses Promotorabschnittes
reduziert die Luziferase-Expression nach Stimulierung entweder gar nicht (nach einem Tag)
oder wesentlich weniger deutlich (nur um ca. 45% nach dem zweiten Tag) als ohne
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Stimulierung (Abbildung 15 B). Der Effekt dieser Mutation wird durch eine Stimulierung also
zumindest zum Teil ausgeglichen.
Eine deutliche Reduktion der Aktivität der Promotoren von cjun, junB und cfos durch
mutierte Varianten tritt also sowohl in unstimulierten als auch in stimulierten Zellen auf. Nur
die Aktivität der mutierten junB-Promotor-Variante wird unter Stimulierung weniger deutlich
inhibiert.
Abbildung 15: Reportergen-Expression in Abhängigkeit vom vorgeschalteten Promotor,
(A) in unstimulierten NIH-3T3-Zellen und (B) in PMA-stimulierten NIH-3T3-Zellen.
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3.7 Analyse von Mutationen und SNPs mittels DNA-Microarray
3.7.1 Optimierung und Validierung des DNA-Microarrays
Nach der Identifizierung einer ganzen Reihe von funktionell aktiven Mutationen und SNPs
sollte eine große Anzahl von Patienten bezüglich des Auftretens dieser Basenveränderungen
untersucht werden. Dazu wurde im Rahmen des Jenaer Centrums für Bioinformatik und in
Zusammenarbeit  mit der Firma Clondiag Chip Technologies  ein DNA-Microarray
entwickelt, der die Analyse dieser und weiterer, aus der Literatur bekannter Mutationen/SNPs
ermöglichen sollte. Zur initialen Optimierung dieses DNA-Microarrays wurde der Chip
RHEUMA_1 eingesetzt. Dieser enthält Sonden mit Mutationen und SNPs aus den
codierenden Regionen und den Promotoren der Gene cjun und cfos. Das Chiplayout ist
schematisch in Abbildung 16 dargestellt. Das exakte Chiplayout kann der Tabelle A8, die
exakte Sondendefinition der Tabelle A10 (Anhang, Seiten xxxvii und xxxviii) entnommen
werden.
Abbildung 16:
Schematische Darstellung des RHEUMA_1-Layouts.
cfos coding region cfos-Promotorregion
cjun coding regioncjun-Promotorregion
Biotinmarker (PK)
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Als erster Schritt zur Optimierung des DNA-Microarrays wurden zunächst die vom Hersteller
empfohlenen Versuchsbedingungen eingesetzt. Da dieser initiale Versuch mit einer 2-
stündigen Hybridisierungsdauer und einer Markierung der Proben mit einem Streptavidin-
Goldkonjugat fehlschlug, wurden die Versuchsparameter variiert (siehe Tabelle A13, Seite
xliv). Dadurch wurde eine erfolgreiche Hybridisierung der Proben mit den Sonden auf dem
DNA-Microarray und eine detektierbare Markierung der gebundenen Proben erreicht. So
wurden die Fragmente mit einer asymmetrischen PCR und mit einer doppelten bdUTP-
Konzentration hergestellt, SSPE als Hybridisierungspuffer eingesetzt, die Hybridisierung über
16 h bei 50°C und 400 rpm durchgeführt und die Konzentration der Blockierungslösung auf
10% FCS reduziert. Außerdem wurde zur Markierung nun ein Streptavidin-HRP-Konjugat
eingesetzt (Inkubation für 25 min bei 30°C und 550 rpm). Unter diesen Bedingungen gelang
es, die Probe mit den komplementären Spots erfolgreich, spezifisch und reproduzierbar zu
hybridisieren und zu markieren. Die Diskriminierung zwischen wt- (starke Färbung) und
mutierten Spots (schwache Färbung) zeigt, daß zwar eine leichte Kreuzreaktivität zwischen
einer Probenspezies (hier: wt) und den beiden Sondenvarianten (wt und mutiert) auftritt, die
Reaktion mit der korrekten Sonde jedoch deutlich stärker und damit gut auswertbar ist. Nur
eine Position (cjun +211) konnte nicht hybridisiert/markiert werden, da für sie die
Versuchsbedingungen nicht optimal waren. Dieses Problem konnte jedoch durch die Wahl
alternativer Bedingungen gelöst werden (siehe unten). Analoge Ergebnisse konnten auch bei
der Optimierung der DNA-Fragmente für die codierende Region von cfos erzielt werden. Die
erfolgreiche Hybridisierung/Markierung für die cjun-Proben ist in Abbildung 17 dargestellt.
Abbildung 17:
Erfolgreiche Hybidisierung der cjun-wt-Probe
mit den cjun-wt-Sonden.
(wt: Wildtyp, mut: Mutante/SNP)
Position:                  +604             +706                +890
mut    wt    mut    wt     mut
wt
t
cjun +211 fehlt
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Durch den Einsatz von 3DNA als Hybridisierungspuffer und eine Erhöhung der
Hybridisierungstemperatur auf 56°C konnte auch ein Gemisch aus DNA-Fragmenten mit den
cjun-Promotorregionen I (+260 bis -779) und II (-619 bis -1736) erfolgreich mit den
komplementären Sonden auf dem Array hybridisiert werden. Die in den Fragmenten
vorliegende wt-Variante an den Positionen cjun -1149, -1218, -1274 und -1351 konnte in
allen Fällen korrekt identifiziert und von der mutierten Variante unterschieden werden.
Gleiches gilt für die mutierte Variante an der Position -1676 im cjun-Promotor II-Fragment,
deren Färbung deutlich intensiver als die wt-Variante ist. Außerdem konnte der im cjun-
Promotor I-Fragment enthaltene wt unter den neuen Versuchsbedingungen an der Position
+211 nachgewiesen werden. Die korrekte Diskriminierung zwischen den wt- bzw. mutierten
Varianten ist der Abbildung 18 entnehmbar.
Abbildung 18:
Korrekte Diskriminierung zwischen
wt- und mutierten Basenvarianten an
diversen cjun-Promotor-Positionen.
(wt: Wildtyp, mut: Mutante/SNP)
Als abschließender Validierungsschritt wurde bei der Hybridisierung ein Gemisch aus zwei
DNA-Fragmenten eingesetzt, die beide die codierende Region von cjun abdeckten, an der
Position +604 aber entweder den wt oder die mutierte Basenvariante enthielten. Dabei wurden
Mischungen aus wt und Mutante im Verhältnis 50%/50%, 25%/75% 90%/10% und 95%/5%
eingesetzt. Die Auswertung dieser Versuche ergab, daß der Microarray Mischungen aus wt
und Mutante in einem Verhältnis von jeweils 50% (entsprechend einer heterozygoten
Situation) noch zuverlässig detektieren kann (siehe Abbildung 19). Bei größeren
Unterschieden in der Fragmentkonzentration konnte bisher keine verläßliche Diskriminierung
erreicht werden, da sich die Markierung dann nicht vom Hintergrundsignal abhebt, das
An allen Positionen wurde korrekt nach wt und mut unterschieden
cjun +211 (wird vom Fragment abgedeckt)
wt      mut      wt     mut       wt
wt      mut    mut       wt      mut
mut     wt
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aufgrund der leichten Kreuzreaktivität der Proben mit wt- und mutierten Sondenspots
entsteht.
Abbildung 19:
Korrekte Identifizierung eines heterogenen Gemisches aus wt-
und mutierten Fragmenten (50%/50%) bezüglich der Position
+604; korrekte Detektion des wt an allen anderen Positionen.
(wt: wildtyp, mut: Mutante/SNP)
Die nach verschiedenen Schritten optimierten Versuchsparameter für die einzelnen DNA-
Fragmente sind in der Tabelle 5 zusammengefaßt.
Tabelle 5: Probenspezifische Microarray-Versuchsbedingungen
Probe Hybridisierungspuffer Hybridisierungstemperatur Entwicklungszeit
cjun
codierende Region
SSPE 50°C 3 min
cfos
codierende Region
3DNA 45°C 6 min
cjun
Promotor I
3DNA 50°C 3 min
cjun
Promotor II
SSPE 50°C 12 min
junB
Promotor I
3DNA 45°C 12 min
3.7.2 Häufigkeit der analysierten Mutationen/SNPs in NK-, OA- und RA-Proben
Nach der Optimierung und Validierung des Microarrays mit DNA-Fragmenten, die aus
Plasmiden amplifiziert wurden, sollte der Microarray zur Analyse von jeweils 50 NK-, OA-
und RA-Proben dienen. Dazu wurde eine Weiterentwicklung des ursprünglichen Chip-
Designs eingesetzt, der DNA-Microarray RHEUMA_3. Das Chiplayout ist schematisch in
Abbildung 20 auf der folgenden Seite dargestellt, das exakte Chiplayout kann der Tabelle A9,
die Sondendefinition der Tabelle A10 entnommen werden (Anhang, Seiten xxxvii und xl).
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Abbildung 20: Schematische Darstellung des RHEUMA_3-Layouts.
 Die Amplifizierung der als Probe auf den Chip gegebenen DNA-Fragmente erfolgte hierbei
aus Blut-DNA. Amplifiziert wurden Fragmente der codierenden Regionen von cjun und cfos
sowie Fragmente der Promotor-Abschnitte I und II von cjun und des Promotor-Abschnittes I
von junB und cfos. Das prinzipielle Funktionieren des Microarrays konnte in einer Reihe von
aus Blut-DNA amplifizierten Proben nachgewiesen werden, wie die Abbildungen 21 bis 24
(folgende Seite) für die codierenden Regionen von cjun und cfos, sowie die Promotorregionen
I und II von cjun zeigen. Bei der Analyse aller Fragmente wurde jedoch deutlich, daß eine
Übertragung der Versuchsbedingungen aus den Vorversuchen mit Plasmid-Amplifikaten auf
die aus dem Blut amplifizierten DNA-Fragmente der Patienten nicht in allen Fällen möglich
war. Nur ein Teil der zur Hybridisierung eingesetzten Fragmente konnte nachgewiesen
werden. Insgesamt waren nur ca. 15% der Versuche auswertbar. Trotzdem konnte das
Auftreten von Mutationen/SNPs in der Promotor-Region I und der codierenden Region von
cjun in jeweils 5 RA-, 5 OA- und 15 NK-Proben ausgewertet werden. Die Ergebnisse der
Mutationen/SNPs, die in diesen Regionen am besten ausgewertet werden konnten (cjun –526,
-174, -32 bzw. +706, +750 und +890), sind in der Tabelle 6 (Seite 73) dargestellt. Die gute
Qualität und Auswertbarkeit der positiven Versuche (siehe auch Abbildungen 21 bis 24) zeigt
allerdings, daß diese Probleme wahrscheinlich durch weitere Optimierungsschritte gelöst
werden können. Momentan werden dazu Tests zur Anpassung der Versuchsbedingungen
(Variation von Hybridisierungspuffer/-temperatur und Streptavidin-HRP-Konzentration), zur
Verkürzung der eingesetzten DNA-Fragmente und zur Erhöhung ihrer Konzentration durch
eine konventionelle PCR vor der asymmetrischen Amplifikation durchgeführt.
cfos-Promotor
cfos codierende Region
junB codierende Region
cjun codierende Region
junB-Promotor cjun-Promotor
TNFRII codierende Region
p53 codierende Region
TNF-Promotor
Spot-Duplikate
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Bei der Auswertung der in Tabelle 6 (Seite 73) dargestellten Ergebnisse zeigte sich, daß die
Mutation an der Position +706, die zu einem Austausch von Prolin zu Serin führt (242),
erwartungsgemäß sehr selten auftritt (nur in einer NK-Probe). Beim Vergleich der
auftretenden Allelfrequenzen gibt es allerdings deutliche Unterschiede zwischen der
analysierten Probenpopulation und den Literaturwerten. So treten die SNPs -526 und -147 in
allen Gruppen deutlich häufiger auf (beide in allen Gruppen ca. 0,4) als der Literaturwert
erwarten läßt (0,02). Der SNP –32, der nur in einer Frequenz von 0,02 auftreten soll, ist nur in
der RA nicht nachweisbar, tritt in OA- und NK-Proben aber mit einer Frequenz von 0,5 bzw.
0,43 auf. Dies könnte auf einen protektiven Effekt dieses SNPs hindeuten. Der SNP +750 tritt
nur in den RA-Proben in einer Frequenz auf, die dem Literaturwert entspricht (0,1). NK-
Proben weisen hingegen eine leicht erhöhte (0,3) und OA-Proben sogar eine stark erhöhte
Frequenz auf (0,7). Für den SNP +890 spiegelt sich der Literaturwert von <0,01 in den RA-
Proben wider, während OA- und NK-Proben erhöhte Frequenzen aufweisen (0,38 bzw. 0,2).
Die Ergebnisse deuten darauf hin, daß die untersuchte Probenpopulation entweder nicht
repräsentativ ist, oder die in der Literatur beschriebenen Frequenzen zu niedrig angesetzt sind.
In den Abbildungen 21 und 23 sind die in 5 RA-, 5 OA- und 15 NK-Proben ausgewerteten Mutationen/SNPs
markiert. Abbildung 21:       : cjun +706,       : cjun +750,      : cjun + 890.
               Abbildung 23:       : cjun -526,         : cjun -174,       : cjun -32.
In Abbildung 22 und 24 sind die Sonden für die codierende Region von cfos bzw. für die
cjun Promotor-Region II markiert.
Abbildung 23:
Hybridisierung der Promotor-Region I
von cjun (spezifisch).
Abbildung 24:
Hybridisierung der Promotor-Region II
von cjun (spezifisch).
Abbildung 21:
Hybridisierung der codierenden Region
von cjun (spezifisch).
Abbildung 22:
Hybridisierung der codierenden Region
von cfos (leichte Kreuzreaktion mit anderen Sonden).
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Tabelle 6: Mutations-Analyse der Promotor-Region I und der codierenden Region von cjun mit dem
DNA-Microarray RHEUMA_3.
Probe Klassifikation cjun -526 cjun -174 cjun -32
KIM 43 RA M* M* wt*
KIM 49 RA M* wt* wt*
KIM 55 RA wt* - * - *
KIM 64 RA M* wt* - *
KIM 65 RA M* - * - *
EB 10 OA wt* wt* M*
EB 13 OA M* M* M*
EB 17 OA wt* wt* wt*
EB 57 OA M* M* - *
EB 61 OA M* wt* wt*
TFM 25 NK M* - * M*
TFM 26 NK wt* - * wt*
TFM 27 NK M* wt* M*
TFM 28 NK M* wt* M*
TFM 33 NK wt* wt* M*
TFM 35 NK wt* wt* wt*
TFM 36 NK M* M* M*
TFM 43 NK M* M* M*
TFM 49 NK M* wt* M*
TFM 52 NK M* M* wt*
TFM 53 NK M* - * M*
TFM 56 NK M* M* wt*
TFM 57 NK wt* - * wt*
TFM 58 NK wt* M* M*
TFM 59 NK wt* M* M*
Probe Klassifikation cjun +706 cjun +750 cjun +890
KIM 43 RA wt* wt* wt*
KIM 47 RA wt* wt* wt*
KIM 49 RA wt* - * - *
KIM 55 RA wt* M* wt*
KIM 63 RA wt* wt*
EB 66 OA wt* M* wt*
EB 69 OA wt* wt* M*
EB 76 OA wt* M* M*
EB 79 OA wt* M* wt*
EB 83 OA wt* M* - *
TFM 25 NK wt* wt* wt*
TFM 26 NK wt* wt* wt*
TFM 27 NK wt* M* M*
TFM 28 NK wt* M* M*
TFM 29 NK wt* M* wt*
TFM 30 NK M* M* wt*
TFM 31 NK wt* wt* M*
TFM 32 NK wt* M* wt*
TFM 33 NK wt* wt* wt*
TFM 36 NK wt* wt* wt*
TFM 38 NK wt* wt* wt*
TFM 42 NK wt* M* wt*
TFM 44 NK wt* wt* M*
TFM 52 NK wt* M* wt*
TFM 54 NK wt* M* M*
Heterozygote Mutationen sind mit einem Stern gekennzeichnet,  - : nicht auswertbar.
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3.8 Pyrosequencing
3.8.1 Validierung des Pyrosequencings
Parallel zur Entwicklung und Optimierung des DNA-Microarrays wurde als alternative
Methode zur Analyse größerer Patientenzahlen das Pyrosequencing getestet. Diese Methode
ist zwar nur zur Analyse von jeweils einer Mutation pro Ansatz geeignet, hat aber den Vorteil,
eine zuverlässige und etablierte Technik zu sein. Die Sensitivität des Pyrosequencings wurde
anhand von bekannten bzw. mittels NIRCA neu identifizierten Mutationen/SNPs überprüft.
Die Validierung des Pyrosequencings zeigte, daß sich die untersuchten und in der
Literatur als häufig beschriebenen SNPs in einem kommerziell erhältlichen DNA-Pool aus 80
bis 100 Individuen nachweisen lassen, wenn auch mit einer unterschiedlichen Allelfrequenz.
Der SNP cjun -1676 (G/C), der laut Literatur in einer Allelfrequenz von 0,39 verbreitet ist,
konnte nur mit einer Frequenz von 0,12 nachgewiesen werden. Bei den untersuchten cfos
SNPs konnten ähnliche Ergebnisse erzielt werden: der SNP cfos -135 (T/A) war in einer
Frequenz von 0,28 (Literatur: 0,49) und der SNP cfos -60 (C/T) in einer Frequenz von 0,3
(Literatur: 0,47) vertreten. Die Abweichungen von der in der Literatur ausgewiesenen
Allelfrequenz sind dabei vermutlich auf die Zusammensetzung dieses speziellen DNA-Pools
und nicht auf einen Mangel in der Methode zurückzuführen.
Bei der Überprüfung einer zu Testzwecken analysierten Mutation, der Deletion eines
Basentripletts im Gen cjun an der Position +604 bis +606 (ein CAG innerhalb eines 5 x CAG-
Clusters), die aus den beiden RA-Proben EB 6 und EB 26 bekannt ist (242), schlug das
Pyrosequencing fehl, da bei der Analyse der DNA-Sequenz weder die mutierte (nur 4 x CAG)
noch die wt-Variante (5 x CAG) detektiert wurde. Stattdessen wurde in der betroffenen
Region ein 6 x CAG-Cluster detektiert, der sich nicht durch konventionelle Sequenzierung
bestätigen ließ. Dieses Phänomen ist bisher in der Literatur unbekannt. Alle anderen
Mutationen/SNPs konnten allerdings korrekt identifiziert werden.
3.8.2 Pyrosequencing der codierenden Regionen und der Promotoren von cjun und
cfos
Da die Validierung des Pyrosequencings insgesamt erfolgreich verlief, wurde diese Methode
eingesetzt, um eine größere Anzahl von Proben im Hinblick auf das Auftreten bestimmter
Mutationen/SNPs zu untersuchen. Zwei der untersuchten SNPs (cjun -1676 und cjun -1710)
dienten als Kontrolle der Probenpopulation im Hinblick auf die Allelfrequenz; damit sollte
überprüft werden, ob die Population die aus der Literatur bekannte Allelfrequenz aufweist.
Die bei der Validierung des Pyrosequencings (siehe 3.5.1) aufgetretene falsch positive
Detektion eines 6 x CAG-Clusters in der codierenden Region von cjun trat auch beim
Pyrosequening aller SM-Proben auf. Die SNPs an den Positionen cfos -135 und -60 wurden
hingegen in allen Proben korrekt identifiziert. Der in der Probe EB 24 identifizierte SNP an
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der Position cjun -1676 konnte ebenfalls korrekt in dieser Probe nachgewiesen und darüber
hinaus in weiteren Proben identifiziert werden (siehe Tabelle 7, folgende Seite). Das
Pyrosequencing ist also als Methode zur Detektion bereits bekannter Mutationen/SNPs in
neuen Proben gut geeignet. Bei der Überprüfung der Probenpopulation im Hinblick auf die
Allelhäufigkeit wurde der SNP cjun -1676 mit einer Allelhäufigkeit von 0,56 in der gesamten
Probenpopulation bestimmt; dieser SNP trat also etwas häufiger auf, als aufgrund des
Literaturwertes erwartet wurde (0,39). Der SNP cjun -1710 war hingegen leicht
unterrepräsentiert mit einer Häufigkeit von 0,31 (statt 0,4) in allen Proben. Die funktionell
relevanten SNPs cfos -60 und cfos -135 traten mit einer Allefrequenz von 0,72 bzw. 0,67 in
der gesamten Probenpopulation auf. Damit sind die Allelfrequenzen beider SNPs gegenüber
dem Literaturwert (0,47 bzw. 0,49) deutlich erhöht.
Zwischen den einzelnen Patienten- und Kontrollgruppen bestehen allerdings große
Unterschiede. So tritt der SNP cjun -1676 in RA-Patienten mit einer Allelfrequenz von 0,53
auf, in OA sogar mit 0,62, in NK-/GT-Proben hingegen nur mit einer Frequenz von 0,44.
Beim SNP cjun -1710 beträgt die Allelfrequenz in der RA dagegen nur 0,27 und nimmt über
die OA-Proben (0,32) zu den NK-/GT-Proben hin zu (0,37). Bei den funktionell relevanten
SNPs cfos -60 und -135 zeigt sich ebenfalls eine spezifische Allelfrequenz der
Probenpopulationen. Die höchste Allelfrequenz des SNPs cfos -60 tritt in NK/GT auf (0,72),
während RA und OA fast identische Frequenzen aufweisen (0,6 bzw. 0,65). Der SNP cfos -
135 konnte durch das Pyrosequencing mit einer Allelfrequenz von 0,67 in NK/GT bestimmt
werden und in RA- und OA-Proben mit 0,68 bzw. 0,71.  Die funktionell relevanten SNPs
treten also in allen Gruppen gehäuft auf. Interessanterweise treten sie in den normalen
Kontrollen in den höchsten Frequenzen auf. Da die Gruppe der NK-/GT-Proben mit 9
Individuen aber relativ klein ist, könnte es sich um eine zufällige, nicht repräsentative
Häufung handeln. Daß sich schon bei der Analyse einer mittleren Probenzahl (RA: 27, OA.
30, NK: 9) deutliche Unterschiede zwischen den Probenpopulationen nachweisen lassen,
besteht eine gewissen Wahrscheinlichkeit, daß bestimmte Mutationen/SNPs mit dem
Auftreten rheumatischer Erkrankungen assoziiert sind. Aufgrund der mittels Pyrosequencing
bestimmten Allefrequenzen muß allerdings davon ausgegangen werden, daß der Unterschied
zwischen den einzelnen Gruppen maximal 10% beträgt. Unter Berücksichtigung der c2-
Tabelle (243) erfordern diese Allelfrequenz und die erwarteten Unterschiede die
Untersuchung von bis zu 500 Patienten/Spendern. Deshalb wird zurzeit ein entsprechender
Proben-Pool aufgebaut (jeweils 200 Proben pro Gruppe liegen bereits vor) und die
Durchführung entsprechender Analysen vorbereitet. Die Publikation der komplettierten Daten
ist zeitnah zum Abschluß der Studie geplant.
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Tabelle 7: Ergebnisse des Pyrosequencings (n. u.: nicht untersucht)
Probe Klassifikation cfos –135
wt: T, M: A
cfos -60
wt: C, M: T
        cjun -1710
       wt: C, M: T
cjun -1676
wt: C, M: G
EB 3 RA wt* wt* M* wt*
EB 6 RA M* M* wt* M*
EB 7 RA M* M* M* wt*
EB 20 RA M* M* wt* M*
EB 23 RA M* M* M* M*
EB 25 RA M* M* M* M*
EB 26 RA M* M* wt* M*
EB 27 RA M* M* wt* M*
EB 28 RA M* M* wt* M*
EB 31 RA M* M* M* n. u.
EB 35 RA M* M* wt* M*
EB 40 RA M* M* M* M*
EB 41 RA M* M* M* M*
EB 50 RA M* M* wt* M*
EB 53 RA M* M* wt* M*
EB 88 RA M* M* M* M*
EB 89 RA wt* wt* wt* n. u.
EB 96 RA M* M* wt* M*
EB 133 RA M* M* M* M*
EB 137 RA M* M* wt* M*
EB 141 RA M* M* wt* M*
EB 146 RA M* M* M* wt*
EB 148 RA M* M* wt* M*
EB 149 RA M* M* M* M*
EB 153 RA M* M* M* M*
EB 159 RA M* M* wt* M*
EB 164 RA M* wt* wt* M*
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EB 8 OA M* M* M* M*
EB 9 OA M* M* M* M*
EB 10 OA wt* wt* M* n. u.
EB 12 OA M* M* M* M*
EB 13 OA M* M* M* M*
EB 15 OA M* M* M* M*
EB 16 OA M* M* wt* M*
EB 17 OA M* M* wt* M*
EB 18 OA wt* wt* M* M*
EB 19 OA wt* wt* n. u. n. u.
EB 21 OA wt* wt* M* M*
EB 22 OA M* M* M* M*
EB 24 OA M* M* wt* M*
EB 29 OA M* M* M* M*
EB 43 OA M* M* wt* M*
EB 45 OA M* M* wt* M*
EB 134 OA M* M* wt* M*
EB 139 OA M* M* wt* M*
EB 140 OA wt* wt* wt* M*
EB 143 OA wt* wt* M* M*
EB 144 OA M* M* M* wt*
EB 145 OA M* M* M* M*
EB 147 OA M* M* wt* M*
EB 150 OA M* M* M* M*
EB 151 OA M* M* M* M*
EB 154 OA M* M* wt* M*
EB 155 OA M* M* M* M*
EB 156 OA wt* wt* M* M*
EB 157 OA M* M* M* M*
EB 161 OA M* wt* wt* M*
EB 162 OA M* wt* n. u. M*
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J 1 NK/GT M* M* M* M*
J 2 NK/GT n. u. n. u. M* M*
J 4 NK/GT M* M* M* M*
J 5 NK/GT M* M* M* wt*
NST 1 NK/GT M* M* M* n. u.
NST 2 NK/GT M* M* n. u. M*
NST 3 NK/GT M* M* wt* M*
NST 4 NK/GT M* M* wt* M*
NST 5 NK/GT M* M* M* M*
Heterozygot auftretende Mutationen sind mit einem Stern gekennzeichnet.
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3.9 In silico Analysen
Bei der Analyse des Konservierungsgrades der jun- und fos-Gene und –Promotoren, die von
Frau Dr. U. Gausmann und Herrn Dr. K. Szafranski mit dem Programm „multi percentage
identity plot“ durchgeführt wurde, wird eine 100%-ige Konservierung einer Position mit dem
Wert 0 gekennzeichnet. Negative Werte (bei den jun-/fos-Genen bis maximal -2,2)
kennzeichnen einen geringeren Konservierungsgrad.
Die Analysen zeigten, daß die identifizierten Mutationen und SNPs im cjun-Promotor
nicht in konservierten Regionen lokalisiert sind. Die Analyse des Gens cjun von der Position
–4738 bis zur Position +2762 ergab einen durchschnittlichen Konservierungswert von -0,88
(siehe Abbildung 25 auf der folgenden Seite; aufgrund der Darstellung gemittelter Werte sind
die Einzelwerte der Positionen nicht unmittelbar ablesbar). Im Vergleich dazu wiesen die
Positionen der Promotor-Mutationen und -SNPs geringere Werte auf. Der bekannte SNP cjun
-617/-618 weist einen Konservierungswert von -1,71 auf, die Mutation cjun -823/-824
ebenfalls einen Wert von -1,71 und der mittels Pyrosequencing analysierte SNP -1710 einen
Wert von -1,64. Lediglich der SNP cjun -1676 wies einen etwas höheren Konservierungswert
von -0,32 auf.
Das Gen junB, das von von der Position –5084 bis zur Position +2253 analysiert
wurde, weist einen Durchschnittswert von -0,63 auf (siehe Abbildung 26 auf der folgenden
Seite). Interessanterweise zeigt die Mutation an der Position -484 im junB-Promotor eine
100%-ige Konservierung unter den analysierten Spezies, da sie einen Konservierungswert
von 0 aufweist. Von den in den jun-Genen identifizierten Mutationen und SNPs ist also nur
die Mutation junB -484 besonders stark konserviert.
Die Analyse von cfos, die von –3000 bis +10000 durchgeführt wurde, zeigte ebenfalls
negative Konservierungswerte (siehe Abbildung 27 auf Seite 81). Die SNPs an den
Positionen -60 und -135 weisen nur einen Wert von –0,3 bzw. –0,2 auf.
Allerdings zeigte sich, daß die bisher bekannten Transkriptionsfaktor-Bindestellen der
jun- und fos-Gene auch nicht in konservierten Regionen lokalisiert sind (siehe Abbildung
27B für cfos). Darüber hinaus sind auch starke Schwankungen des Konservierungsgrades
innerhalb der codierenden Sequenz zu beobachten. Relativ hohe Werte erreichen in der Regel
nur die ersten beiden Basen eines Basentripletts, bei der dritten Position treten dagegen
niedrigere Konservierungswerte auf. Funktionell relevante Sequenzen müssen sich also nicht
zwangsläufig in hochkonservierten Regionen befinden.
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Abbildung 25: Konservierungsanalyse des Promotors und der codierenden Region von cjun.
Die Lokalisation bekannter Transkriptionsfaktor-Bindestellen ist mit einem Kreis
gekennzeichnet.
Abbildung 26: Konservierungsanalyse des Promotors und der codierenden Region von junB.
Die Lokalisation bekannter Transkriptionsfaktor-Bindestellen ist mit einem
Kreis gekennzeichnet
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Abbildung 27: Konservierungsanalyse des Promotors und der codierenden Region von cfos.
(A) Übersicht über die gesamte analysierte Region (-3000 bis -10000). Die Lokalisation bekannter Transkriptionsfaktor-Bindestellen ist mit einem Kreis gekennzeichnet.
(B) Ausschnitt der analysierten Region von cfos zwischen –1000 und +1500. Der Abschnitt, der die mRNA umfaßt, ist grau gekennzeichnet,
Exons sind schwarz gekennzeichnet. Die Pfeile kennzeichnen die bekannten Transkriptionsfaktor-Bindestellen.
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4. Diskussion
4.1    Analyse der jun- und fos-Genexpression
Viele der für die RA charakteristischen Veränderungen synovialer Fibroblasten, wie hohe
MMP-Expression (33), Kollagen-Produktion (35) und verstärkte Zytokin-Expression (23),
sind von der Aktivierung durch den Transkriptionsfaktor AP-1 abhängig. Da ein ursächlicher
Einfluß von AP-1 auf diese abnormen zellulären Vorgänge höchst wahrscheinlich ist und in
der Literatur eine erhöhte AP-1-Aktivität in der RA gut belegt ist (52;70;105), ist die Klärung
des Expressionsverhaltens der Jun- und Fos-Untereinheiten von AP-1 für das Verständnis der
Pathogenese der RA von großem Interesse. Obwohl schon seit vielen Jahren
Expressionsstudien über die jun- und fos-Gene veröffentlicht werden, ist die Rolle der jun-
und fos-Expression in der RA nicht abschließend geklärt. Zum einen konzentrieren sich viele
Studien nur auf die mRNA-Expression (50;52), ohne die Proteinexpression zu überprüfen,
und ignorieren so die Ebene der Genexpression, die für die funktionellen Auswirkungen in
der Zelle verantwortlich ist. Zum anderen widersprechen sich die Befunde bezüglich der
gemessenen Stärke der mRNA-Expression, insbesondere im Vergleich zu Osteoarthrose- oder
Normalkontrollen (29;40;50;52;53). Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit die mRNA-
und die Proteinexpression der jun- und fos-Gene mithilfe sehr sensitiver und exakter
Methoden („real-time“ RT-PCR bzw. ELISA) untersucht.
4.1.1 Analyse der jun- und fos-mRNA-Expression
Bei den Befunden der mRNA-Expressionsanalyse fällt vor allem das in GT-SM-Proben
erhöhte und von den anderen Gruppen abweichende Expressionsniveau der jun- und fos-Gene
auf. Diese starke Expression aller AP-1 Untereinheiten bei akutem GT lässt sich dabei mit
dem Auftreten von Einblutungen in das Gelenk durch die Gelenkverletzung (244) oder dem
dabei auftretenden mechanischem Stress erklären (245). Diese Faktoren führen
bekanntermaßen zur Induktion der jun- und fos-Gene (246). Wahrscheinlich ist also das
Auftreten der in GT deutlich erhöhten jun-/fos-Expression eine Folge der Gelenkverletzung.
Die mRNA-Expression des Proto-Onkogens cjun war allerdings auch in den post
mortem NK numerisch erhöht, die die mRNA-Expression in einem normalen, nicht
veränderten oder verletzten Gelenk wahrscheinlich am besten repräsentieren. Die
Expressionsniveaus der anderen jun- und fos-Gene waren dagegen in post mortem NK, OA-
SM und RA-SM vergleichbar. Dies wurde durch Untersuchungen in isolierten SFB und MF
bestätigt, die in RA- und OA-Proben kaum voneinander abweichende Exressionsniveaus
zeigten. Dies deutet darauf hin, daß sich die mRNA-Expression der Proto-Onkogene in
verschiedenen rheumatischen Erkrankungen trotz ihrer unterschiedlichen Pathogenese kaum
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unterscheidet. Diese Befunde stehen im deutlichen Widerspruch zu einer Reihe von Studien,
in denen eine erhöhte jun- und fos-mRNA-Expression in der RA-SM nachgewiesen werden
konnte (52;247). Allerdings konnten diese Beobachtungen durch andere Studien, die von
gleichen oder sogar leicht reduzierten Expressionsniveaus in der RA-SM berichten, nicht
bestätigt werden (40;53;248). Darüber hinaus wurden auch in isolierten OA-SFB
vergleichbare cjun- und cfos-mRNA-Expressionsniveaus im Vergleich zu RA-SFB
beschrieben (28;249), was ebenfalls die in dieser Arbeit beschriebenen Befunde bestätigt.
Eine mögliche Ursache für die sich widersprechenden Befunde könnte dabei das
Auftreten von RA-Subgruppen sein, die sich durch eine erhöhte bzw. eine kaum veränderte
Expression bestimmter Proto-Onkogene unterscheiden. Dies wäre im Rahmen der
multifaktoriellen Entstehung der RA durchaus vorstellbar (250), da bei einer Gruppe mit
geringer Proto-Onkogenexpression andere Faktoren für die Pathogenese im Vordergrund
stehen könnten. Denkbar wären dabei u. a. initiale Veränderungen in Tumor-Suppressoren
wie p53, da Mutationen in diesem Tumor-Suppressor an der Teil-Entartung der SFB beteiligt
sein könnten (251;252). Außerdem könnte eine erhöhte Aktivität von Proteinkinasen in
verschiedenen Signaltransduktionskaskaden eine entscheidende Rolle spielen. Beispiele
hierfür sind neben der JNK die p38 MAPK oder die ERK (253), die eine Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren CREB (254) bzw. JunB und cFos (73;103;104) auch ohne erhöhten
mRNA-Spiegel hervorrufen könnten. Da diese Transkriptionsfaktoren u. a. an der Expression
pro-inflammatorischer und pro-destruktiver Proteine beteiligt sind (55;56) könnten auch sie
entscheidend für die Aktivierung pro-inflammatorischer und/oder pro-destruktiver Prozesse in
der RA sein.
Eine weitere Möglichkeit wäre das Auftreten einer erhöhten jun-/fos-mRNA-
Expression vor allem im Anfangsstadium der RA. Dieses erhöhte Expressionsniveau könnte
sich dann während des Krankheitsverlaufes auf ein annähernd normales Maß reduzieren und
durch eine konstitutive Expression als Folge der permanenten Stimulierung in der RA ersetzt
werden (255). Durch die konstitutive mRNA-Expression könnten die jun- und fos-Gene trotz
eines normalen Niveaus dauerhaft die Entwicklung der RA beeinflussen. Allerdings weisen
die Studien, die über eine erhöhte jun-/fos-mRNA-Expression berichten, keine Patienten mit
besonders kurzer Krankheitsdauer aus und auch die in der vorliegenden Arbeit erhobenen
hohen individuellen mRNA-Expressionswerte, die z. T. deutlich über der mittleren
Expression lagen, konnten nicht auschließlich den Patienten mit kurzer Erkrankungsdauer
zugeordnet werden. Das Auftreten von Patienten-Subgruppen mit unterschiedlichen
Expressionsniveaus ist also momentan deutlich wahrscheinlicher als die Zuordnung hoher
Expressionswerte zu Patienten mit früher RA.
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4.1.2 Analyse der Jun- und Fos-Proteinexpression
Im Gegensatz zu den vergleichsweise niedrigen jun-mRNA-Expressionsniveaus zeigte die
RA-SM bei der Untersuchung der Jun-Proteinexpressionsniveaus eine (z. T. sogar
signifikante) Erhöhung im Vergleich zu OA-, GT- und post mortem NK-SM. Diese Befunde
decken sich mit den in der Literatur allgemein als erhöht beschriebenen Proteinniveaus der
Jun-Proto-Onkogene in der RA-SM (35;51). Außerdem konnte in immunhistochemischen
Analysen und in situ Hybidisierungen die Expression der Jun-/Fos-Proto-Onkoproteine durch
Doppelfärbungen mit Fibroblastenmarkern (Kollagen III-mRNA) vor allem den SFB in der
Deckzellschicht bzw. an der Knorpel-Pannus-Genze, dem Ort des destruktiven Geschehens,
zugeordnet werden (siehe auch 40;51;247). Dies bestätigt die Aktivierung von AP-1 in den
aktivierten, aggressiv-destruktiven SFB.
Die in der RA erhöht exprimierten, aktivierenden Proteine cFos und cJun können sich
auf verschiedene Weise auf die Pathogenese der RA auswirken. Zunächst einmal kommt es
durch die generelle Erhöhung des AP-1-Niveaus zu einer erhöhten Transkription AP-1-
abhängiger Gene. Diese äußert sich in der RA vor allem durch die erhöhten Spiegel von
MMPs (33) und Zytokinen (23). Darüber hinaus dürften die AP-1-Spiegel auch an der
Proliferation der SFBs beteiligt sein (256;257), da AP-1 ein wichtiger Proliferationsaktivator
ist (69). Darüber hinaus ist auch eine Stabilisierung der gebildeten AP-1-Komplexe durch eine
verstärkte Jun- und Fos-Heterodimerisierung denkbar (60). Die Ursachen dafür könnten im
veränderten Jun-/Fos-Expressionsniveau oder im veränderten jun-/fos-Koxpressionsmuster in
der RA liegen, das in der vorliegenden Arbeit beschrieben wird. Diese Verschiebung im
Expressionsmuster, die nicht nur die mRNA-Ebene, sondern auch die Proteinebene erfaßt,
dürfte einen bedeutsamen Einfluß auf die Zusammensetzung der resultierenden AP-1-
Komplexe und damit auf ihre biochemischen Eigenschaften ausüben. Die Komposition der
AP-1-Komplexe wirkt sich nicht nur auf ihre Stabilität aus (60), sondern ist auch für ihre
Spezifität und Affinität zu den verschiedenen AP-1-Bindungssequenzen verantwortlich
(55;107;110). Auf diese Weise könnte das erhöhte cJun-/cFos-Proteinniveau zur Erhöhung
der Bindungsaktivität der resultierenden AP-1-Komplexe beitragen, die in der RA tatsächlich
nachgewiesen werden konnte (51;70). Da auch in normalen Zellen die zelluläre Aktivität u. a.
über die Zusammensetzung des Transkriptionsfaktors AP-1 reguliert wird (108;109), ist eine
Beteiligung von modifiziert zusammengesetzten AP-1-Faktoren an Prozessen wie verstärkter
Proliferation oder Teilverlust der Differenzierung in den teil-entarteten RA-SFB denkbar. Ein
Schwerpunkt zukünftiger Analysen muß deshalb die Klärung der Zusammensetzung der AP-
1-Komplexe in der RA-SM und in den RA-SFB sein.
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Da bei der Analyse der Proteinexpression aufgrund der Meßmethode (Detektion von AP-1-
Komplexen, die an TREs gebunden sind) vor allem die funktionell aktiven Proteine detektiert
wurden, müssen auch andere Faktoren berücksichtigt werden, die zur verstärkten Aktivierung
von AP-1 beitragen. Dazu gehören u. a. eine erhöhte Transaktivierungsaktivität der gebildeten
AP-1-Komplexe durch eine erhöhte post-translationale Phosphorylierung, z. B. durch die Jun
N-terminale Kinase 2 (JNK2), die in RA-SM eine höhere Aktivität aufweist als in OA-SM
(105;258), oder die Kooperation von AP-1 mit anderen Transkriptionsfaktoren, die zur
Modulation der AP-1-Aktivität in den Promotoren AP-1 abhängiger Gene beitragen (111).
Der Einfluß dieser Faktoren sowie ihre Interaktion mit den AP-1-Komplexen in der RA-SM
und den RA-SFB sollen deshalb ebenfalls in weiteren Studien untersucht werden.
Die signifikante Proteinüberexpression von JunB und JunD in der RA erscheint auf den ersten
Blick paradox angesichts ihres eher deaktivierenden Einflusses auf zelluläre Prozesse
(61;67;94;118;129;131) und ihres hemmenden Einflusses auf RA-SFB (132). Allerdings muß
dabei berücksichtigt werden, daß JunB in Abhängigkeit von Zustand, Umgebung und Art der
Zelle auch über aktivierende Funktionen verfügt. Dazu zählen unter anderem die Fähigkeit
von JunB, das Protein cJun in cjun-knock-out-Mäusen funktionell zu ersetzen und die
unverzichtbare Rolle von JunB in der Embryonalentwicklung (124;125). Obwohl JunD
eigentlich über keinerlei transformierende Eigenschaften verfügt, ist es bei verstärkter
Homodimer-Bildung ebenfalls in der Lage, in Hühner-Fibroblasten Merkmale von
Transformation hervorzurufen. Dazu zählen z. B. das Wachstum in Medium mit verringertem
Serumanteil und die Koloniebildung in Agar (259). Darüber hinaus ist die Wirkung von JunD
als Proliferationshemmer und Tumor-Suppressor indirekt und vor allem von seiner Bindung
zum Tumor-Suppressor Menin abhängig (260;261). Eine Beeinträchtigung der Bindung von
JunD zu Menin, z. B. bei einem geringen Menin-Spiegel oder bei einer durch Mutationen
inhibierten Protein-Protein-Interaktion, könnte also in einer aktivierenden Wirkung von JunD
resultieren. Mutationen im Gen junD, die zu einer Inhibierung der Interaktion mit Menin
führen, wurden bereits beschrieben (261).
Weitere Faktoren, die einen modifizierenden Einfluß auf die Funktion von JunB und
JunD in der RA-SM haben könnten, sind z. B. eine erhöhte Expression weiterer
Transkriptionsfaktoren, wie Egr-1 (53;248) und NFkB (51). Diese Transkriptionsfaktoren
sind wie AP-1 an der Expression pro-inflammatorischer und pro-destruktiver Proteine
beteiligt. NFkB führt z. B. zur Expression von MMPs (51) und verschiedenen Zytokinen
(137); Egr-1 ist u. a.  für die Expression von TNF-a und den Transkriptionsfaktoren ATF-2
und junB verantwortlich (142). Eine Kooperation dieser Transkriptionsfaktoren mit den eher
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deaktivierenden Proteinen JunB und JunD könnte dann trotzdem zu einer Aktivierung von
SFB führen.
An der Kooperation von AP-1 mit Bindungsfaktoren an anderen Bindungsmotiven auf
der DNA könnten JunB und JunD ebenfalls beteiligt sein. Dort könnten sie eine verstärkende
Wirkung auf die Transkription von Genen ausüben, auch wenn die Bindungsstelle nicht in
unmittelbarer Nähe zum Gen liegt. Ein Beispiel für eine solche „upstream“ gelegene
regulatorische Sequenz findet sich im Stromelysin-Promotor (60).
Berücksichtigen sollte man auch die Abhängigkeit der funktionellen Effekte des AP-1-
Transkriptionsfaktors von seiner spezifischen Zusammensetzung aus Untereinheiten (60). So
weist eine der AP-1-bindenden Sequenzen im MMP-1-Promotor eine erhöhte Affinität für die
Bindung von AP-1-Faktoren auf, die cFos und JunD enthalten (55). Hier zeigt sich also eine
direkte Beteiligung von JunD an der Regulation eines  pro-destruktiven Proteins.
Trotzdem steht ein allgemein deaktivierender Einfluß von JunB und JunD gut im
Einklang mit der negativen Korrelation zwischen ihrer Proteinexpression und dem
inflammatorischen Status der untersuchten RA-Patienten (repräsentiert durch RF- und CRP-
Spiegel).
4.1.3 Die Diskrepanz zwischen mRNA- und Proteinexpression
Beim Vergleich der mRNA- und der Proteinexpression der jun- und fos-Gene fällt auf, daß in
der RA im Vergleich zu den übrigen Gruppen eine numerisch oder signifikant erhöhte Menge
an Jun- und Fos-Proteinen auftritt, obwohl sich die mRNA-Expression dieser Gene  in der RA
nicht vom Expressionsniveau der NK- oder OA-Proben unterscheidet. Interessanterweise ist
die auffällige Diskrepanz zwischen der mRNA- und der Proteinexpression nicht auf die Proto-
Onkogene begrenzt. TTP und HuR (nicht jedoch AUF-1) weisen in der RA-SM ebenfalls
Diskrepanzen zwischen ihrer mRNA- (geringe Expression im Vergleich zu NK) und ihrer
Proteinexpression auf (höhere Expression im Vergleich zu NK). Diese Befunde zeigen, daß
einerseits verschiedene Familien bzw. Gruppen von Genen von dieser Entkopplung zwischen
den relativen mRNA- und Proteinmengen betroffen sind, daß diese Diskrepanzen aber
andererseits nicht alle Proteine erfassen. Weitere, ebenfalls in der AG Experimentelle
Rheumatologie erzielte Ergebnisse zeigen auch in der Antigen-induzierten Arthritis der Ratte
eine Diskrepanz zwischen den mRNA- und den Proteinniveaus von IL-1b, IL-6 und TNF-a
(262). Diese Befunde weisen auf ein häufigeres Auftreten dieser Phänomene in verschiedenen
Arthitiden bezüglich unterschiedlicher Gene hin.
Das Auftreten einer solchen Diskrepanz zwischen der mRNA- und der
Proteinexpression von Molekülen, die wahrscheinlich in die Pathogenese der RA involviert
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sind, ist äußerst bemerkenswert. Sie erweitert und vertieft die Befunde zu einer
vergleichbaren Diskrepanz im Falle des Tumor-Suppressorproteins Maspin (263).
Das Auftreten der Diskrepanz zwischen der mRNA- und der Proteinexpression der
jun/fos-Gene ausschließliche in der RA-SM und das deutlich veränderte Korrelationsprofil in
der RA im Vergleich zu OA und Kontrollen weisen auf eine bedeutende, z. T.
krankheitsspezifische Veränderung der post-transkriptionalen Prozesse in dieser chronischen
rheumatischen Erkrankung hin. Die durch die erhöhte Jun- und Fos-Proteinexpression
entstehenden AP-1-Komplexe könnten dabei eine für die RA bereits beschriebene erhöhte
Bindungsaktivität aufweisen (70) und somit eine veränderte Expression AP-1-abhängiger,
krankheitsrelevanter Gene nach sich ziehen. Außerdem könnte die Änderung des relativen
Verhältnisses der einzelnen Jun- und Fos-Proteine in einer modifizierten Zusammensetzung
der AP-1-Komplexe resultieren, was (in Abhängigkeit vom jeweiligen Promotor) zu einer
privilegierten Expression pro-inflammatorischer bzw. pro-destruktiver Gene in der RA führen
würde (60).
Die RNA-Qualitätsanalysen schließen dabei eine fälschlich zu niedrig bestimmte
mRNA-Expression in einzelnen Proben oder Probenpopulationen aus. Eine Degradation der
RNA, beispielsweise nach Kontamination mit RNasen (264) oder infolge eines zu langen
Zeitraums zwischen Entnahme und Verarbeitung von post-mortem Proben (265;266), lag in
keiner der Proben vor.
Interessanterweise konnten keine Korrelationen zwischen mRNA- und
Proteinexpression ermittelt werden, was ebenfalls auf eine Störung zwischen Transkription
und Translation hindeutet. Deshalb muß von einer Dysregulation der transkriptionalen
und/oder translationalen Prozesse in der RA-SM ausgegangen werden, wie sie auch in
verschiedenen Tumoren beobachtet wurde (267).
4.1.4 Der Einfluß mRNA-stabilitätsmodifizierender Proteine auf die Diskrepanz
Einen wichtigen Einfluß auf die Entstehung des Diskrepanz-Phänomens könnten dabei die
mRNA-stabilitätsmodifizierenden Proteine haben. Die Proteine AUF-1, TTP und HuR spielen
bekanntlich eine wichtige Rolle in der post-transkriptionalen Regulation der mRNA-
Halbwertszeit von Proto-Onkogenen und Zytokinen (156;158;162).
HuR und TTP, die nachweislich den ARE-vermittelten Abbau der cfos- und der cjun-
mRNA inhibieren bzw. fördern (155;162) und überlappende Bindungsspezifitäten für
bestimmte Regionen auf der mRNA zeigen (158), weisen in der RA und (in einem geringeren
Maße) auch in der OA eine erhöhte Proteinexpression im Vergleich zu den Kontrollen auf
(NK und GT). Die im Rahmen dieser Arbeit in RA (und OA) nachgewiesene erhöhte TTP-
Expression dürfte deshalb zumindest zum Teil für die niedrigen Niveaus vonn jun- und fos-
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mRNA verantwortlich sein, die sowohl in RA-SM als auch in OA-SM beobachtet wurden
(177). Während in RA- und OA-SM auch eine erhöhte HuR-Menge nachgewiesen werden
konnte, wurde ein erhöhtes Jun- und Fos-Proteinniveau hingegen ausschließlich in RA-SM -
nicht jedoch in OA-SM - beobachtet. Diese Daten lassen einen spezifischen, bisher noch nicht
beschriebenen Einfluß von HuR auf die Jun-/Fos-Expression in der RA vermuten, der sich
mechanistisch von der Wirkung von HuR auf die mRNA-Stabilität in OA und den Kontrollen
unterscheidet. Dabei könnte z. B. eine direkte Kompetition zwischen TTP und HuR um die
sich überlappenden Bindungsstellen auf der mRNA der verschiedenen Proto-Onkogene eine
Rolle spielen (149;158). Die Rolle von HuR besteht dabei möglicherweise in einer verstärkten
Stabilisierung der verbleibenden jun- und fos-mRNA-Stränge, die in Konkurrenz zum TTP-
getriebenen mRNA-Abbau erfolgt und eine längere Translation der Stränge ermöglicht. So
könnte HuR maßgeblich an der Progression der RA beteiligt sein. Ein Einfluß einer
verlängerten Translationsdauer auf die Pathogenese von Krebserkrankungen infolge einer
Dysregulation des ARE-getriebenen mRNA-Abbaus konnte bereits am Beispiel der Cyclo-
Oxygenase-2-mRNA nachgewiesen werden. Die aus der verlängerten Translation
resultierende Erhöhung der Cyclo-Oxygenase-2-Proteinmenge steht im Verdacht, an einer
erhöhten Angiogenese in diesen Tumoren beteiligt zu sein (267). Eine Koordinierung der
antagonistischen Effekte von TTP und HuR durch weitere RNA-bindende Proteine muß
ebenfalls in Betracht gezogen werden. Ein Kandidat für ein solches Protein ist das „KH-type
splicing regulatory protein“, das die Stabilisierung der „inducible nitric oxide“ mRNA in
Anwesenheit von TTP und HuR reguliert (268). Insgesamt könnte sich auf diese Weise die
Kompetition der beiden antagonstisch wirkenden mRNA-stabilitätsmodifizierenden Proteine
TTP und HuR in einer erhöhten Proteinmenge in der RA bei gleichzeitg geringen mRNA-
Mengen auswirken.
Im Gegensatz zu TTP und HuR scheint das mRNA-stabilisierende Protein AUF-1 auf
die in dieser Arbeit beobachtete Diskrepanz zwischen der mRNA- und der Proteinexpression
der jun- und fos-Gene keine Auswirkungen zu haben. Es wurde zwar als wichtiger Regulator
der mRNA-HWZ von cjun und cfos beschrieben (167), zeigt in der RA aber weder auf der
mRNA- noch auf der Proteinebene eine von den Kontrollgruppen abweichende Expression.
4.2 Mutationen/SNPs in den Promotoren der jun- und fos-Gene
Neben einer Verlängerung der Translationsdauer der jun-/fos-mRNA-Stränge durch HuR
könnten auch Mutationen oder SNPs im Promotorbereich dieser Gene einen Einfluß auf die
geringe mRNA-Expression und die Diskrepanz zur Proteinexpression haben. So können
Mutationen bzw. SNPs zu einer Modifizierung von Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen
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führen, die eine veränderte Bindungsaffinität zu den dort bindenden Transkriptionsfaktoren
nach sich zieht. Dabei ist eine Erhöhung der Bindungsaffinität genauso denkbar, wie eine
Reduktion der Affinität bis hin zum totalen Funktionsverlust der Bindungsstelle (187;188).
Dies würde die Entkopplung der Expression des betroffenen Gens von der Aktivierung durch
einen oder sogar mehrere Transkriptionsfaktoren bedeuten, sofern in dem betroffenen
Promotor nicht weitere gleichwertigeTranskriptionsfaktor-Bindungsstellen enthalten sind. Ein
vergleichbares Phänomen konnte am Beispiel der Mutagenese von CREs im Proenkephalin-
Promotor gezeigt werden, da der resultierende Verlust der CREs zu einer Reduktion der
CREB-abhängigen Transkription führt (269). Der Verlust eines TREs im cjun- oder eines SP-
1-Bindungselementes im junD-Promotor könnte wahrscheinlich ausgeglichen werden, da
diese Promotoren über zwei oder mehr Kopien der genannten Bindungsstellen verfügen (91).
Ein Verlust der CAAT-Box in den Promotoren von junB und junD bzw. der STAT-
Bindungsstelle in den Promotoren von junB oder cfos würde diese Gene allerdings dem
regulativen Einfluß der entsprechenden Transkriptionsfaktoren entziehen, da in diesen
Promotoren nur jeweils eine Bindungsstelle für die genannten Transkriptionsfaktoren liegt
(91). Mutationen könnten – neben der Beeinflussung bereits bestehender
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen – auch zur Neubildung solcher Bindungsstellen führen,
sofern die bestehende DNA-Sequenz dann eine Homologie zu der Konsensus-Sequenz einer
Transkriptionsfaktor-Bindungsstelle erlangt (188).
Außerdem können auch Mutationen/SNPs, die keine funktionellen Elemente betreffen,
eine veränderte Promotoraktivität nach sich ziehen. Eine Veränderung der Entfernung
zwischen den Bindungsstellen (z. B. durch Deletionen oder Insertionen) kann in einer
Beeinträchtigung der Protein-Protein-Interaktionen resultieren (270), die z. B. in vitro im
Promotor des M-Xylen-degradierenden Enzyms im Plasmid TOL belegt wurde (271)
Das Auftreten von Mutationen und SNPs in den Promotoren könnte also über
verschiedene Mechanismen zur verringerten Induzierbarkeit der jun- und fos-Proto-Onkogene
im Verlauf der RA führen. Der Verlust der Induzierbarkeit könnte dann in einer konstitutiven
Expression dieser Gene resultieren, wie sie für cjun und cfos in der RA bekannt ist (255).
Diese konstitutive Expression von jun und fos könnte durch eine geringe, dafür aber konstant
vorhandene mRNA-Menge zur hohen Proto-Onkoproteinmenge beitragen. Deshalb wurden in
dieser Arbeit die Promotoren der jun-und fos-Gene bezüglich des Auftretens von Mutationen
und SNPs analysiert und die funktionellen Auswirkungen dieser Mutationen/SNPs auf die
Genexpression untersucht.
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4.2.1 Art und Häufigkeit der Mutationen/SNPs in den jun- und fos-Promotoren
Im Rahmen dieser Arbeit konnten eine Reihe von bekannten SNPs in den Promotoren der
verschiedenen jun- und fos-Gene bestätigt werden. Außerdem gelang es, einige neue, bisher
noch nicht beschriebene Mutationen zu charakterisieren. Diese Mutationen/SNPs wurden
initial in einer Auswahl von SM-Proben (RA: 10, OA: 10, NK/GT: 5) mit der NIRCA-
Methode identifiziert, deren Sensitivität der Mutationsanalyse mittels konventioneller
Sequenzierung deutlich überlegen ist (233). Bei positiven Proben wurde das Auftreten der
Mutationen und SNPs auch in SFB bestätigt. Der Nachweis der Mutationen und SNPs auch
im Blut der betroffenen Patienten zeigte darüber hinaus, daß alle identifizierten
Mutationen/SNPs auch in der Keimbahn auftreten. Es handelt sich also nicht um Mutationen,
die erst infolge des oxidativen Stresses im entzündeten Gelenk entstanden sind. Somit
könnten sie im Rahmen einer genetischen Prädisposition von Bedeutung sein. Mittels
Pyrosequencing wurden einige Mutationen/SNPs in den Promotoren von cjun und cfos dann
in den bereits untersuchten SM-Proben bestätigt und (neben weiteren, ausgewählten SNPs) in
einer größeren Probenzahl analysiert (RA: 27, OA: 31, NK/GT: 9).
Die Ergebnisse der Mutationsanalyse mittels NIRCA zeigen insgesamt, daß nur
wenige Patienten SNPs und Mutationen in den Promotoren der jun-Gene enthalten. So
konnten im junD-Promotor überhaupt keine Mutationen festgestellt werden; darüber hinaus
sind dort auch keine SNPs bekannt. Die neu identifizierte Mutation im junB-Promotor an der
Position -484 konnte nur in jeweils 2 RA- und 2 OA-Proben in heterozygoter Form
nachgewiesen werden, während in der 5´-UTR des Gens cjun nur in 2 RA-Proben ein SNP an
der Position -617/-618 und eine neue Mutation an der Position -823/-824 in lediglich einer
OA-Probe identifiziert werden konnte. Bekannte SNPs an den Positionen -1676 und -1710
treten in allen untersuchten Populationen (RA, OA und NK/GT) zwar wesentlich häufiger auf,
- sowohl in homozygoter, als auch in heterozygoter Form -, wie das Pyrosequencing von SM-
Proben zeigt. Dafür liegen diese Mutationen/SNPs aber weit hinter dem eigentlichen Kern-
Promotor. Da funktionell relevante Mutationen häufig (aber nicht immer) den Kern-Promotor
betreffen (270), ist ein bedeutender Einfluß dieser SNPs auf die Expression von cjun eher
unwahrscheinlich. Auffällig ist aber, daß alle Mutationen/SNPs im cjun- und im junB-
Promotor (mit Ausnahme der SNPs an den Positionen cjun -1676 und -1710) nicht in den
normalen Kontrollen (NK/GT) auftreten, sondern RA-spezifisch oder zumindest spezifisch
für rheumatische Erkrankungen sind. Eine pathogenetische Bedeutung dieser
Mutationen/SNPs in Arthritiden ist daher noch nicht auszuschließen.
Im cfos-Promotor konnten zwei SNPs nachgewiesen werden (an den Positionen -60
und -135), wobei deutlich wird, daß diese eng benachbarten SNPs häufig zusammen auftreten.
Hier tritt also eine deutliche Kopplung von zwei verschiedenen SNPs auf. Das Auftreten von
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SNPs ist im cfos-Promotor allerdings nicht auf die RA- und OA-Proben begrenzt; so weisen
alle post mortem NK-Proben und fast alle GT-Proben die SNPs -60 und -135 auf. Ein
krankheitsspezifisches Auftreten von Basenveränderungen beschränkt sich also auf die
Promotoren von cjun und junB.
Neben der Kopplung nahe beieinander liegender SNPs treten in einer Reihe von RA-
und OA-Patienten auch SNPs zusammen auf, die die Promotoren unterschiedlicher jun- und
fos-Gene betreffen. Da sie auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert sind, ist eine
Kopplung in diesen Fällen sehr unwahrscheinlich, weil diese mit zunehmender Entfernung
stark abnimmt (272). So weisen die Proben mit dem SNP cjun -617/-618 häufig auch die
SNPs cfos -60 und -135 auf, während die Mutation junB -484 fast ausschließlich zusammen
mit den SNPs cfos -60 und -135 auftritt. Selbst wenn diese SNPs und Mutationen nur sehr
geringe Auswirkungen auf die Bindungseigenschaften bestimmter Promotorregionen oder die
funktionell relevanten Abstände zwischen verschiedenen Sequenzen haben sollten, sind
additive Effekte beim gemeinsamen Auftreten verschiedener Mutationen/SNPs denkbar.
4.2.2 Einfluß der identifizierten Mutationen/SNPs auf die Genexpression
Um die mittels NIRCA und Pyrosequencing identifizierten Mutationen und SNPs in den
Promotoren der jun- und fos-Gene bezüglich funktioneller Effekte zu untersuchen, wurden die
entsprechenden Promotorabschnitte in der wt- oder der mutierten Variante mithilfe eines
Luziferase-Reportergenassays in NIH-3T3-Zellen analysiert. Die Reportergenassays zeigen,
daß ohne Stimulierung der Zellen alle wt-Promotorabschnitte (die normalerweise nahe vor
dem Translationsstart liegen) nach der Transfektion zu einer deutlichen Expression des
Reportergens Firefly-Luziferase führen, während die gleichen Promotorabschnitte in ihrer
mutierten Form signifikant geringere Effekte haben. Diese Effekte sind sowohl einen, als
auch zwei Tage nach der Transfektion zu beobachten und so gravierend, daß die
Reportergenexpression in allen Fällen signifikant um ca. 80% reduziert wird (in den meisten
Fällen sogar um ca. 90%). Die Auswirkungen dieser Mutationen und SNPs auf die Funktion
des entsprechenden Promotors sind also beträchtlich.
Ein sehr ähnliches Bild zeigt sich bei der Betrachtung der Reportergenexpression nach
Stimulierung mit PMA. Die mutierten Varianten des cjun- und des cfos-Promotors zeigen
auch unter Einfluß von PMA eine geringe Expression des Reportergens. Die Reduktion ist
dabei meist noch deutlicher als ohne Stimulierung. Nur der junB-Promotor weicht von diesem
Verhalten ab. Die mutierte Variante (junB -484) zeigt einen Tag nach der Transfektion unter
Stimulierung exakt die gleiche Reportergenexpression wie der wt-Promotor. Und auch nach
zwei Tagen reduziert sich die Luziferase-Expression nur um ca. 45%, was einen wesentlich
geringeren Effekt als ohne Stimulierung oder im Vergleich zu den anderen Promotoren
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darstellt. Daraus läßt sich folgern, daß sich die Mutation im junB-Promotor wahrscheinlich
hauptsächlich auf die basale Expression dieses Gens auswirkt, während die Expression
infolge von Stimulierung deutlich weniger beeinträchtigt wird.
Es ist sehr überraschend, daß der zweite cjun-Promotorabschnitt (-619 bis -1736) keine
Expression des Reportergens induziert (nicht einmal in der wt-Variante oder nach
Stimulierung mit PMA), da dieser Promotorabschnitt nach Literaturdaten den eigentlichen
Kern-Promotor enthält. Der cjun-Promotor I (-1 bis -779), der mit und ohne Stimulierung eine
deutliche Reportergenexpression bewirkt, enthält hingegen einen großen Teil der 5´-UTR und
sollte ohne den Kern-Promotor eigentlich keine nennenswerte Genexpression hervorrufen.
Die Transkriptionsinitiation durch die 5´-UTR von cjun auch in Abwesenheit des
Kernpromotors und die mangelnde Transkriptionseffiziez des reinen Kern-Promotors ist
äußerst bemerkenswert und konnte meines Wissens im Rahmen dieser Arbeit zum ersten Mal
gezeigt werden. Bisherige Untersuchungen des cjun Promotors erfolgten zumeist mit
Reportergenkonstrukten, die neben dem Kern-Promotor von cjun auch immer große Teile der
5´-UTR enthielten (274;275). Die in diesen Studien ermittelte Transkriptionsaktivierung
durch den Kern-Promotor steht deshalb nicht im Widerspruch zu den hier vorgelegten Daten,
da die vorhandenen Teile der 5´-UTR wahrscheinlich zur Verstärkung der Induktion durch
den Kern-Promotor beitrugen. Daß diese Studien nur von einer geringen Expressions-
Reduktion bei der Deletion kleinerer Teile der 5´-UTR (entweder am 5´- oder am 3´-Ende)
berichten, weist darauf hin, daß die 5´-UTR über mehrere, kooperativ und additiv wirkende
Transkriptionsverstärker verfügt. So können die verbleibenden Elemente wahrscheinlich den
Verlust eines Teils der Transkriptionsverstärker ausgleichen. Das im cjun-Promotor II-
Abschnitt enthaltene 5´-Ende der 5´-UTR (-619 bis -973) scheint allein aber nicht
auszureichen, um die Initiation der Transkription durch den Kern-Promotor zu verstärken.
Die Fähigkeit der 5´-UTR von cjun zur Induktion der Transkription eines
nachfolgenden Gens dürfte im Auftreten von verschiedenen funktionell relevanten
Sequenzabschnitten in der UTR begründet liegen. Bestimmte Sequenzabschnitte weisen
nämlich aufgrund ihres hohen AT-Gehaltes und/oder durch die Basenfolge eine gewisse
Ähnlichkeit zur TATA-Konsensus-Sequenz (z. B. TAATTA, -205 bis -200) oder zur
Konsensus-Sequenz verschiedener Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen wie dem TRE (z. B.
TGAGTGA, -274  bis -268) oder der GC-Box (GGGCGG; -406 bis -401) auf (NCBI-
Datenbanksequenz NT_032977). Diese ermöglichen wahrscheinlich verschiedenen
Transkriptionsfaktoren die Bindung und die Initiation der Transkription auch in Abwesenheit
des weiter „upstream“ gelegenen Kern-Promotorabschnitts. In vivo sind die in der 5´-UTR
lokalisierten Elemente wahrscheinlich an der Verstärkung der Transkriptionsinitiation durch
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den Kern-Promotor beteiligt. Eine Lokalisation wichtiger regulativer Elemente in der 5`-UTR
von cjun erscheint nach Literaturdaten auch deswegen möglich, weil die jun-Gene einige
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen an ungewöhnlichen Positionen aufweisen. So besitzt
cjun selbst einen Östrogen-induzierbaren „Enhancer“ in der codierenden Region (276),
während junB über regulatorische Elemente (ein SRE und ein CRE) in der 3´-UTR verfügt
(277). Hinzu kommt, daß die funktionell relevanten SNPs -60 und -135 im cfos-Promotor I
(mit 5´-UTR und Kern-Promotor) ebenfalls in der 5´-UTR dieses Gens lokalisiert sind. So
könnte die 5´-UTR (zumindest für die jun- und fos-Gene) einen größeren Einfluß auf die
Genexpression hat als bislang vermutet.
Da die in cjun bekannten SNPs bzw. die identifizierten Mutationen nicht in den bisher
bekannten Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren liegen, stellte sich die Frage, ob die
Regionen bisher nicht identifizierte Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen oder andere
wichtige Funktionselemente enthalten (wie Enhancer, Silencer, o. ä.). Sollten diese Regionen
von besonderer Wichtigkeit für die jun- und fos-Gene sein, müßten sie eigentlich auch in
anderen Spezies konserviert sein, wie bisherige Analysen in verschiedenen Promotoren
nahelegen (278-281). Die Analyse des Konservierungsgrades der jun-Gene und ihrer
Promotoren zeigte allerdings, daß die Positionen der Mutationen/SNPs im Gen cjun keinen
erhöhten Konservierungsgrad aufweisen. Überraschenderweise wurde aber auch deutlich, daß
selbst die bekannten Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen nicht in hochkonservierten
Promotorabschnitten lokalisiert sind. Konservierungsanalysen sind also offensichtlich nicht in
jedem Fall geeignet, um eine gültige Vorhersage über die Wichtigkeit von DNA-Abschnitten
oder –Sequenzen zu treffen. Der festgestellte, geringe Konservierungsgrad der einzelnen
Mutationen und SNPs stellt ihre funktionelle Relevanz also nicht unbedingt in Frage. Dies gilt
natürlich insbesondere angesichts der in dieser Arbeit gezeigten funktionellen Auswirkungen.
Wie die Mutationen und SNPs diese bemerkenswerten funktionellen Effekte hervorrufen,
muß in späteren Versuchen geklärt werden. Eine Möglichkeit wäre z. B. der Nachweis von
Proteinen, die an diese Sequenzen in der wt- oder der mutierten Variante binden, mittels
EMSA. Interessanterweise zeigt die Position -484 im Gen junB, an der erstmals das Auftreten
einer Mutation nachgewiesen werden konnte, einen erstaunlich hohen Konservierungsgrad
von 100%. Dies deutet darauf hin, daß diese Position einen besonders wichtigen Einfluß auf
die Promotorfunktion haben könnte, da die meisten anderen Positionen im Promotor auch bei
nachgewiesener funktioneller Relevanz nicht so stark konserviert sind und auch der
durchschnittliche Konservierungsgrad des gesamten junB-Gens niedriger liegt als bei anderen
jun-Genen.
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Da die von den genannten Mutationen/SNPs hervorgerufenen Effekte in dieser Arbeit
zum ersten Mal beschrieben werden, existieren leider keine vergleichbaren Literaturdaten. Für
die jun- und fos-Gene sind bisher lediglich Studien zur Bedeutung von verschiedenen
Abschnitten in ihren Promotoren und von bestimmten Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen
bekannt (274;275). Allerdings liegen z. B. für die Gene Melanocortin-3 und MMP-1 Berichte
vor, die unterschiedliche Effekte von Mutationen im Promotorbereich auf die Expression der
entsprechenden Gene beschreiben. Beim MMP-1-Promotor führt eine solche Mutation z. B.
zur Erhöhung der Genexpression (188), während die im  Melanocortin-3-Promotor
charakterisierte Mutation eine Reduktion der Genexpression nach sich zieht (187).
4.2.3 Bedeutung der Mutationen/SNPs für die Pathogenese der RA
Die Reduktion der Promotoraktivität wurde mittels Transfektion in einer murinen
Fibroblasten-Zellinie (NIH-3T3) untersucht. Dies ist eine gängige Methode und das übliche
Vorgehen zur Analyse der Promotoraktivität (274;275). Da es sich aber um ein artifizielles
System handelt, das nicht völlig mit der humanen in vivo-Situation vergleichbar ist, sind die
Befunde möglicherweise nicht vollständig auf humane Zellen in ihrem normalen zellulären
und genetischen Kontext übertragbar. Dennoch sind die Effekte so deutlich, daß sie sich mit
größter Wahrscheinlichkeit auch in der betroffenen SM und den SFB auswirken. Allerdings
dürften die drastischen Effekte dieser Mutationen und SNPs in vielen Patienten und Spendern
abgemildert werden, da sie meist in heterozygoter Form vorliegen und das ebenfalls
vorkommende wt-Allel der völligen Unterdrückung der jun-/fos-Genexpression
entgegenwirken dürfte. Insgesamt bieten die negativen Auswirkungen dieser Mutationen und
SNPs auf die Promotor-Funktion damit eine gute Erklärung für die geringe, aber detektierbare
mRNA-Expression in der RA.
4.3 Mutationen in den codierenden Regionen der jun- und fos-Gene
Mutationen in den codierenden Regionen der jun- und fos-Gene, die zu AS-Veränderungen in
funktionell wichtigen Regionen der resultierenden Proteine führen, könnten eine bedeutende
Rolle bei der Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 spielen. Am deutlichsten wird dies
bei Veränderungen, die zum Verlust regulatorischer Proteinabschnitte führen und die sich in
einer erhöhten oder konstitutiven Aktivität des betroffenen Protein äußern (282;283). Bei
bisherigen Untersuchungen in der codierenden Regionen von cfos konnte bereits eine
Mutation in einer Transaktivierungsdomäne lokalisiert werden, die zu einer erhöhten
Expression von MMP-1 und TIMP-1 in SFB führt (186). Die in dieser Arbeit untersuchten
codierenden Regionen von junB und junD weisen allerdings entweder keine Mutationen auf
(wie bei junD) oder nur stille, nicht zu einem AS-Austausch führende Mutationen (wie bei
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junB). Die Tatsache, daß weder in der Literatur noch in den Datenbanksequenzen Mutationen
oder SNPs in der codierenden Region von junD erwähnt werden und auch junB lediglich
einen einzelnen bekannten SNP aufweist (beide NCBI-Datenbanksequenz NT_011295),
spricht dafür, daß diese beide deaktivierend wirkenden Proteine stark konserviert sind. Eine
Beteiligung von Mutationen in den codierenden Regionen von junB und junD an der
Erhöhung der AP-1-Aktivität und ein daraus folgender Einfluß auf die Pathogenese der RA
erscheint daher unwahrscheinlich.
4.4 Entwicklung eines DNA-Microarrays zur Detektion von
Mutationen/SNPs
Auf der Grundlage der in den öffentlichen Datenbanken niedergelegten SNPs und den im
Rahmen dieser Arbeit identifizierten Mutationen wurde in Zusammenarbeit mit der Firma
Clondiag ein DNA-Microarray zur Detektion von SNPs und Mutationen in den jun-und fos-
Genen/Promotoren entwickelt. Dieser sollte zu einem breit einsetzbaren wissenschaftlichen
Werkzeug optimiert werden. Langfristig ist sogar eine Weiterentwicklung zu einem (auch
kommerziell nutzbaren) diagnostischen Werkzeug geplant, das bei einer klinischen
Anwendung Vorhersagen ermöglichen soll (z. B. über die zu erwartende Schwere der
Erkrankung bzw. über die Wirksamkeit von bestimmten Therapeutika). Kurzfristig sollte der
Microarray aber zunächst genutzt werden, um Daten über die Assoziation von bestimmten
Mutationen oder SNPs mit der Suszeptibilität einzelner Individuen für das Auftreten der RA
zu erheben. Die dazu notwendigen Optimierungsarbeiten und Tests wurden im Rahmen dieser
Dissertation geleistet.
4.4.1 Design des DNA-Microarrays
Zur Analyse von Mutationen/SNPs, die mit rheumatischen Erkrankungen assoziiert sein
könnten, wurde zunächst ein Prototyp des DNA-Microarrays entwickelt (RHEUMA_1).
Dieser enthielt neben den zu diesem Zeitpunkt identifizierten Mutationen/SNPs noch eine
Reihe weiterer SNPs der codierenden Region bzw. der Promotoren der jun- und fos-Gene.
Um die Anzahl der Spots auf dem Microarray für die Optimierung und Validierung in
Grenzen zu halten, wurden solche SNPs ausgeschlossen, die in den 5´- und 3´-UTRs oder den
Introns lokalisiert waren und damit wahrscheinlich keine funktionelle Auswirkungen hätten
(272). Ausgeschlossen wurden außerdem die SNPs in den codierenden Regionen, die keine
AS-Austausche bewirken und daher ebenfalls keine Auswirkungen auf die Proteinfunktion
haben sollten (272). Nachdem für die SNPs in der 5´-UTR von cjun aber eine funktionelle
Relevanz nachgewiesen werden konnte, wurden diese SNPs wieder in das Design von
späteren Chipgenerationen aufgenommen (RHEUMA_3). Dieser Schritt erfolgte auch im
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Hinblick auf die Literaturdaten über das Auftreten regulatorischer Sequenzen außerhalb der
Kern-Promotoren in den jun-Genen (276;277).
4.4.2 Optimierung und Validierung des DNA-Microarrays
Die Parametervariationen, die sich für die Optimierung der Hybridisierung und Markierung
der einzelnen Fragmente als hilfreich erwiesen, sind von der entsprechenden Mutation/dem
entsprechenden SNP und der Sequenzumgebung abhängig. Dazu gehören u. a. die für die
verschiedenen Fragmente eingesetzten Hybridisierungspuffer und die Temperatur. Die nötige
Verdoppelung der Konzentration an bdUTP bei der Fragmentsynthese resultiert aus dem
geringen Anteil an A und T in der Sequenz der jun-Gene (284-286), während die
asymmetrische PCR durch die Anreicherung von Einzelsträngen zur besseren Hybridisierung
der Fragmente mit den einzelsträngigen Sonden führte (287). Die Verbesserung der
Markierung durch den Ersatz des initial genutzten Streptavidin-Gold-Konjugates (mit
anschließender Detektion mit Silberlösung) durch eine Kombination aus Streptavidin-HRP
und True Blue HRP-Substrat läßt sich auf die hohe Effizienz der HRP zurückführen. Der
Ersatz von Milchpulver durch FCS als Blockierungslösung war nötig, da Milchpulver ein zu
hohes Hintergrundsignal verursachte. Die Hybridisierungsdauer mußte wahrscheinlich erhöht
werden, weil der Unterschied zwischen wt und Mutante meist nur in einer einzelnen Base
bestand. Eine Verlängerung der Hybridisierungsdauer bei konstanter Temperatur ermöglichte
so wahrscheinlich die Lösung von Fehlpaarungen.
4.4.3 Einsatz des DNA-Microarrays
Anhand von ausgewählten Proben konnte gezeigt werden, daß der Einsatz des DNA-
Microarrays für die Analyse von grundsätzlich Blutproben geeignet ist. Die vollständige
Übertragung der Versuchsbedingungen, die durch die initialen Optimierungsschritte für die
einzelnen Gen- und Promotorabschnitte identifiziert wurden, ist allerdings nicht möglich.
Dies liegt wahrscheinlich daran, daß die Optimierung mit DNA-Fragmenten durchgeführt
wurde, die aus Plasmiden amplifiziert wurden.
Im Gegensatz dazu traten bei der Amplifikation von Fragmenten aus Blut-DNA und
der Hybridisierung dieser Proben auf dem Microarray vermutlich verschiedene Probleme auf.
Ein Problem könnte die Kontamination der DNA mit Proteinen sein, die sich inhibierend auf
die PCR auswirken. Als PCR-Inhibitoren kommen im Blut vor allem die Proteine IgG,
Hämoglobin und Lactoferrin in Frage (288). Tatsächlich weisen viele der aus Blut isolierten
DNA-Aliquots ein Verhältnis der OD260 nm zur OD280 nm von unter 1,8 auf, was auf eine
leichte Verunreinigung mit Proteinen hindeutet. Allerdings schlägt die Hybridisierung auch
bei vielen DNA-Fragmenten fehl, die aus völlig reinen Blutproben amplifiziert wurden, eine
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Inhibierung der PCR kann also zumindest nicht der alleinige Grund für die Probleme sein.
Außerdem weisen die amplifizierten PCR-Produkte hohe DNA-Konzentrationen auf
(zwischen 150 und 200 ng/ml), was ebenfalls gegen die Anwesenheit eines PCR-Inhibitors in
relevanten Mengen spricht. Da die Konzentration der aus Blut amplifizierten Fragmente in der
Regel nur 25-50% der aus Plasmiden amplifizierten Fragmente beträgt, könnte auch diese
geringere Konzentration für eine nicht optimale Hybridisierung verantwortlich sein, da bei
einer geringen DNA-Konzentration vermutlich keine Sättigung der Sonden erfolgt. Daß eine
Hybridisierung der komplementären Sequenzen nicht mehr nachweisbar ist, wenn eine
bestimmte Probenkonzentration unterschritten wird, ist bekannt (289;290). Der erfolgreiche
Einsatz des hier genutzten Systems hängt also auch von einer ausreichenden
Probenkonzentration ab.
Ein Hauptproblem dürfte jedoch die Abdeckung vieler Mutationen/SNPs mit einem
einzelnen DNA-Fragment sein. So konnte im Rahmen dieser Arbeit für das Fragment der
codierenden Region von cjun beobachet werden, daß die Position cjun +211 nicht unter den
gleichen Bedingungen zu detektieren war wie die anderen Positionen im cjun-Gen. Mit dem
Fragment cjun-Promotor I, das die Position +211 enthält, konnte diese Position unter anderen
Bedingungen hingegen nachgewiesen werden. Außerdem erhöht sich bei sehr großen
Fragmenten (wie z. B. dem Fragment für die codierende Region von cfos) die
Wahrscheinlichkeit unspezifischer Bindungen aufgrund zufälliger Sequenzähnlichkeiten.
Durch die Verkleinerung der Fragmente sollte aber die Ausbildung unspezifischer Bindungen
reduziert werden und damit eine Optimierung der Fragmente möglich sein.
Die Probleme bei der Hybridisierung sollen nun durch weitere Optimierungsschritte
gelöst werden. Dazu sollen die Versuchsbedingungen durch Variation des
Hybridisierungspuffers, der Hybridisierungstemperatur und der Konzentration des
Streptavidin-HRP-Konjugase angepaßt werden. Außerdem soll die Größe der eingesetzten
Fragmente reduziert werden, um unspezifische Kreuzreaktionen mit anderen DNA-Sonden zu
reduzieren. Darüber hinaus ist geplant, die Fragmentkonzentration zu erhöhen. Dazu soll mit
den DNA-Proben zunächst eine konventionelle PCR zur exponentiellen Amplifikation der
Produkte durchgeführt werden, bevor der gewünschte Einzelstrang durch eine asymmetrische
PCR angereichert wird. Durch diese zusätzlichen Optimierungsversuche verzögert sich zwar
der Beginn der Analyse von Assoziationen in einer größeren Patientenzahl. Da der DNA-
Microarray den alternativen Methoden [konventionelle Sequenzierung, denaturierende
Gradienten-Gelelektorphorese (DGGE), etc.] aufgrund der gleichzeitigen Abdeckung vieler
Mutationen/SNPs sowie der zu erwartenden Sensitivität aber deutlich überlegen ist, scheint
der Aufwand zusätzlicher Optimierungsschritte angesichts des zu erwartenden Nutzens
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gerechtfertigt. Außerdem können initiale Assoziationsuntersuchungen schon mit alternativen
Techniken (z. B. dem Pyrosequencing) begonnen werden. Für eine Fortsetzung der
Entwicklung und Optimierung dieses DNA-Microarrays spricht neben den
vielversprechenden bisherigen Ergebnissen auch die breite Anwendung von DNA-
Microarrays bei der Identifikation von Polymorphismen (z. B. 291-293). Die Anwendung von
Microarrays zur Detektion von Einzelbasenaustauschen ist also weit verbreitet, bedarf
allerdings einer sorgfältigen Optimierung.
Die Ergebnisse der Microarray-basierten Analyse der Mutationen/SNPs (-526, -174, -32,
+706, +750, +890) zeigen, daß die in der vorliegenden Probenpopulation detektierten
Allelfrequenzen die Literaturwerte deutlich überschreiten (NCBI-SNP-Datenbank). Eine
mögliche Erklärung ist, daß die untersuchten Proben in ihrer Allelverteilung stark von den
Proben anderer Kollektive abweichen. Aufgrund der hohen Zahl an untersuchten Individuen
ist dies aber eher unwahrscheinlich. Es ist daher eher zu vermuten, daß die Angaben in den
Datenbanken zu niedrig angesetzt sind und durch weitere Untersuchungen mit einer größeren
Anzahl an Individuen korrigiert werden müssen.
Der SNP cjun -32 ist von den in dieser Arbeit analysierten Mutationen/SNPs wohl am
interessantesten. Dieser SNP, der nur in einer Frequenz von 0,02 auftreten soll, ist in der RA
nicht nachweisbar, tritt dafür aber in OA- und NK-Proben mit einer sehr hohen Frequenz von
0,5 bzw. 0,43 auf. Dies könnte auf einen protektiven Effekt dieses SNPs hindeuten. Daher soll
das Auftreten dieses SNPs in weiteren Analysen gründlich überprüft werden. Da die anderen
Mutationen/SNPs nur geringe Unterschiede zwischen den Gruppen zeigen, können für sie
ohne weitere Untersuchungen keine Aussagen über ihre Bedeutung für die RA getroffen
werden.
4.5 Bedeutung der Ergebnisse für die Planung von Assoziationsstudien
Die Ergebnisse, die bei der Auswertung von jeweils drei detektierbaren Mutationen/SNPs in
der codierenden Region und dem Promotor-Abschnitt I von cjun mit dem Microarray erzielt
wurden, deuten darauf hin, daß sich die Allelfrequenzen zwischen den verschiedenen
Gruppen in der Regel lediglich um einen Wert von 0,1 unterscheiden dürften. Dies wurde
durch das Pyrosequencing von weiteren SNPs (cfos -60, -135; cjun -1676, -1710) bestätigt.
Aufgrund dieser zu erwartenden geringen Unterschiede in den Allelfrequenzen müssen in
zukünftigen Assoziationsstudien bis zu 500 Patienten pro Gruppe untersucht werden, um
tatsächlich existierende Frequenzunterschiede valide zu detektieren und einen falsch positiven
oder falsch negativen Nachweis der Assoziation einer Mutation/eines SNPs mit einer
rheumatischen Erkrankung zu vermeiden (242). Zur Vorbereitung von Assoziationsstudien,
99
die zeitnah zum Abschluß dieser Arbeit beginnen sollen, wird deshalb die Sammlung
entsprechender Patienten- und Kontrollproben vorangetrieben. Bisher konnten ca. 200 Proben
pro Gruppe gesammelt werden. Dieser Pool wird momentan in Zusammenarbeit mit dem
Institut für Transfusionsmedizin, der Abteilung Rheumatologie & Osteologie der Klinik für
Innere Medizin III und der Orthopädischen Klinik „Rudolf Elle“ weiter ausgebaut.
Für das methodische Vorgehen bei zukünftigen Mutationsanalysen und
Assoziationsstudien lassen die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Erfahrungen mehrere
Schlüsse zu. Da Methoden wie das Pyrosequencing oder DNA-Microarrays nur bereits
bekannte Mutationen/SNPs detektieren können, müssen hochsensitive Techniken eingesetzt
werden, um auch unbekannte Mutationen detektieren zu können. Dafür ist der NIRCA
wahrscheinlich am besten geeignet, da er alternativen Methoden (wie der DGGE oder der
konventionelle Sequenzierung) in puncto Sensitivität deutlich überlegen ist (233). Nach der
initialen Identifizierung von neuen bzw. bekannten Mutationen und SNPs in einer Auswahl an
Proben sollte sich dann die Überprüfung einer großen Probenzahl mit einem Hochdurchsatz-
Verfahren anschließen. Dafür kommt z. B. das zuverlässige und etablierte Pyrosequencing in
Frage. Da dieses aber nur eine Basenveränderung pro Ansatz detektieren kann, ist die
Entwicklung eines DNA-Microarrays zur Abdeckung vieler Mutationen/SNPs pro Ansatz
(trotz des initialen Aufwandes zur Optimierung) eine vernünftige Alternative.
4.6     Schlußfolgerungen und Ausblick
Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Expressionsanalysen zeigen, daß die jun- und
fos-mRNA in der RA nur in geringen, den normalen Kontrollen entsprechenden Mengen
exprimiert wird. Dagegen liegen die Jun- und Fos-Proteine in der RA in deutlich (und z. T.
signifikant) erhöhten Konzentrationen vor. Diese Diskrepanz zwischen der mRNA- und
Proteinexpression ist bemerkenswert und in der RA bisher nur für den Tumorsuppressor
Maspin beschrieben. Eine Ursache für die Diskrepanz könnte die differentielle Expression
mRNA-stabilitätsmodifizierender Proteine sein. Während das mRNA-destabilisierende
Protein TTP in der RA leicht erhöht exprimiert wird, sind stark erhöhte Protein-Niveaus des
mRNA-stabilisierenden Proteins HuR nachweisbar. Deshalb ist es wahrscheinlich, daß TTP
zur Degradation eines Teils der exprimierten mRNA-Stränge beiträgt, während HuR die
verbleibenden Stränge stabilisiert und ihre Translationsdauer verlängert. Der Befund, daß die
mRNA-stabilitätsmodifizierenden Proteine selbst ebenfalls eine Diskrepanz zwischen ihrer
mRNA- und Proteinexpression aufweisen, deutet auf eine bisher nicht beschriebene,
tiefgreifende Störung der Kopplung von Transkription und Translation in der RA hin.
Darüber hinaus konnten in dieser Arbeit eine Reihe von Keimbahn-
Mutationen/SNPs in den Promotoren von cjun, junB und cfos identifiziert werden, die eine
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basale Transkription der nachgeschalteten Gene um 80 bis 90% reduzieren. Diese Ergebnisse
konnten auch unter Stimulierung bestätigt werden. Die funktionell relevanten Promotor-
Mutationen/SNPs tragen also möglicherweise ebenfalls zu einer geringen mRNA-Expression
der jun- und fos-Gene bei. Die angesichts der niedrigen mRNA-Expression überraschend
hohe Proteinexpression läßt sich dabei mit einer für die RA bereits beschriebenen Umstellung
der  Expression der jun-/fos-Gene von einer regulierten zu einer konstitutiven Expression
erklären. Diese konstitutive Expression könnte durch eine geringe, aber konstant vorhandene
mRNA-Menge zur  erhöhten Jun-/Fos-Proteinexpression beitragen.
Überraschenderweise zeigte sich bei den Analysen, daß die meisten der funktionell
aktiven Mutationen/SNPs in der 5´-UTR lokalisiert sind. Außerdem konnte für cjun gezeigt
werden, daß der in der Literatur beschriebene Kern-Promotor in Abwesenheit großer Teile der
5´-UTR nicht zur Initiation der Transkription in der Lage ist. Dies deutet darauf hin, daß die
5´-UTR bei der Expression der jun- und fos-Gene von größerer Bedeutung ist, als bisher
angenommen wird.
Um zu überprüfen, ob einige der Mutationen/SNPs mit der Suszeptibilität für die RA
assoziiert sind, sind entsprechende Studien geplant. Dazu wurde ein DNA-Microarray
entwickelt und optimiert, der die Analyse dieser Basenveränderungen im
Hochdurchsatzverfahren erlaubt. Mit diesem innovativen Werkzeug konnten bereits
insgesamt 6 Mutationen/SNPs in einer Gesamtzahl von 25 Patienten/Spendern erfolgreich
analysiert werden. Aufgrund verbleibender technischer Probleme bei einigen Mutationen, die
momentan durch weitere Optimierungsschritte beseitigt werden, war jedoch noch keine
komplette Analyse aller Patientenproben möglich. Die bisherigen Ergebnisse zeigen
allerdings, daß die Unterschiede zwischen den Allelfrequenzen der Mutationen/SNPs in den
verschiedenen Gruppen sehr gering sind und deshalb bis zu 500 Patienten pro Gruppe
untersucht werden müssen, um statistisch valide Ergebnisse zu erreichen. Darüber hinaus sind
noch weitere Versuche geplant, die die Diskrepanz zwischen mRNA- und Proteinexpression
sowie die Zusammensetzung bzw. Bindungsspezifität der AP-1-Komplexe in der RA-SM
näher beleuchten sollen. Dazu soll die mRNA- und Proteinexpression weiterer Gene in der
RA untersucht werden. Außerdem sollen die von AP-1 in der RA bevorzugt gebundenen
DNA-Sequenzen durch Chromatin-Immunpräzipitation bzw. die Zusammensetzung der AP-1-
Komplexe mittels EMSA- und Supershift-Experimenten analysiert werden. Die Ergebnisse
sollen dazu dienen, offene Fragen nach der Zusammensetzung der AP-1-Komplexe in der
RA-SM und nach deren Spezifität für bestimmte Bindungssequenzen zu klären und damit die
Erkenntnisse über den Einfluß von AP-1 in der RA zu vertiefen.
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Anhang A: Anhang zu Material und Methoden
Anhang A1: Liste der verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmittel
Alle nicht aufgeführten Chemikalien wurden von der Firma Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland) bezogen.
Active Motif, Rixensart, Belgien:
Nuclear Extract Kit
TransAM AP-1 Family Kit
Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland:
RNA 6000 LabChip Kit
Ambion, Austin, TX, USA:
Agarose HR
MutationScreener
RNase-freies Wasser
Becton Dickinson, San Jose, CA, USA:
Agar für LB-Agar
BD Mercury TransFactor cJun Kit
Trypton
Bio-Rad Laboratories, München, Deutschland:
Rindergammaglobulin
Biotage, Scottsdale, AZ, USA:
Pyro Gold Reagents
Biowhittaker, Walkersville, MN, USA:
FCS
Clondiag Chip Technologies, Jena, Deutschland:
DNA-Microarray RHEUMA 1
DNA-Microarray RHEUMA 3
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland:
T4-DNA-Ligase
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz:
Hefe-Extrakt
Gibco, Karlsruhe, Deutschland:
1 kb Plus DNA Ladder
100 bp DNA Ladder
Hoechst, Frankfurt/Main, Deutschland:
4´-6 Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
Bisbenzimid (Hoechst 33258)
KPL, Gaithersburg, MD, USA:
Tetramethylbenzidin (TMB)
xxv
Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland:
Agarose/UltraPURE Agarose
Superscript II Reverse Transcriptase
Taq-DNA-Polymerase
Machery-Nagel, Düren, Deutschland:
endotoxinfreies Wasser
Nucleobond PC 100 Kit
NucleoBond PC 500 EF Kit
Nucleospin Plus Kit
Molecular BioProducts, San Diego, USA:
RNase away
New England Biolabs, Ipswich, MA, USA:
Restriktionsenzyme (Bam HI, Eco RI, Hind III, Not I)
PAA Laboratories, Cölbe, Deutschland:
Amphotericin B
Ampicillin
DMEM
Penicillin
Streptomycin
PE Applied Biosystems, Warrington, GB:
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
Pierce, Rockford, IL, USA:
BCA-Assay
Streptavidin-HRP
SuperSignal Femto West
SuperSignal Pico West
Promega Corporation, Madison, WI, USA:
Dual luciferase assay system
Qiagen, Hilden, Deutschland:
Polyfect Transfection Reagent
QIAamp Mini Kit
QIAquick Purification Kit
RNase-freie DNase I
RNeasy Mini Kit
Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland:
biotinyliertes dUTP
dNTPs
Fast start reaction Kit
humane DNA
Kollagenase P
Trypsin
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland:
TEMED
APS
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Tabelle A1: Klinische Daten der untersuchten Patienten.
Patient Geschlecht Alter* Dauer der
Erkrankung*
    RF BSG
in mm/h
CRP
in mg/l
Anzahl der
ARA-Kriterien
OA
EB8 m 61 0.3 - 14 4 1
EB9 f 76 0.6 - 18 8 1
EB10 f 92 0.1 - 14 6 0
EB12 f 79 0.4 + 14 4 1
EB13 m 72 0.3 - 2 4 0
EB14 f 68 0.4 - 4 3 0
EB15 f 63 0.2 - 20 5 0
EB16 f 69 0.5 - 86 10 1
EB17 f 71 0.5 + 14 8 0
EB18 f 68 0.3 - 9 3 1
EB19 f 70 0.3 - 6 1 1
EB21 f 77 0.1 - 38 27 0
EB22 m 76 0.2 - 30 4 0
EB24 f 71 0.8 - 29 5 0
EB29 f 76 0.2 - 13 0 1
EB43 m 53 0.5 - 2 1 0
EB45 f 79 10 - 23 6 0
EB47 f 64 0.1 - 10 2 1
EB51 f 72 0.2 + 15 0 0
EB57 m 73 0.5 - 6 0 0
EB59 f 69 0.2 - 13 1 0
EB61 m 73 0.5 - 12 14 0
EB67 f 70 0.3 - 10 0 0
EB75 f 72 10 + 16 3 0
EB76 f 72 0.7 - 8 2 0
EB77 f 66 0.5 - 2 0 0
EB78 f 72 0.7 - 49 3 0
EB79 f 77 0.4 - 44 8 0
EB80 f 76 0.5 + 10 1 0
EB81 f 56 0.3 - 14 4 0
EB82 m 62 0.2 - 10 2 0
EB83 m 77 0.2 + 10 0 0
EB90 f 61 0.2 - 18 0 0
EB93 m 84 0.5 - 10 2 0
EB97 m 78 0.5 - 22 15 0
EB134 f 71 0.2 - 17 6 0
EB139 f 70 0.1 - 9 0 0
EB140 f 66 30 + 9 0 0
EB143 m 73 0.3 - 10 2 0
EB144 f 63 0.6 - 20 0 0
EB145 f 80 0.5 + 25 17 0
EB147 m 74 0.1 - 21 1 0
EB150 f 62 0.5 - 11 4 0
EB151 m 76 0.8 - 5 1 0
EB154 f 73 0.5 - 16 17 0
EB155 m 62 10 - 0 0 0
EB156 f 58 0.4 + 10 1 0
EB157 f 73 0.6 - 11 5 0
EB161 m 54 0.3 - 8 6 0
EB162 f 74 0.5 + 12 2 0
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Patient Geschlecht Alter* Dauer der
Erkrankung*
      RF BSG
in mm/h
CRP
in mg/l
Anzahl der ARA-
Kriterien
RA
EB3 f 60 20 + 82 31 5
EB4 f 68 10 + 58 85 5
EB6 f 77 10 + 88 68 5
EB7 m 48 0.2 + 76 136 6
EB20 m 75 0.1 - 29 22 6
EB23 f 55 00 + 54 10 4
EB25 f 67 0.2 + 18 3 6
EB26 m 60 20 + 68 69 4
EB27 f 79 0.5 + 40 39 6
EB28 m 58 24 + 28 21 5
EB30 f 63 14 + 68 36 6
EB31 f 78 0.2 + 52 9 4
EB35 f 66 25 + 62 53 7
EB40 f 64 24 + 18 3 4
EB41 f 63 17 + 34 8 4
EB46 m 73 19 + 29 15 4
EB50 f 46 0.1 + 16 6 4
EB52 m 76 0.5 + 45 39 6
EB53 f 48 34 + 2 0 6
EB55 f 46 14 + 60 3 6
EB56 f 46 14 + 60 3 6
EB58 f 74 0.5 + 12 12 5
EB60 f 60 13 + 25 15 5
EB62 f 66 50 + 36 24 5
EB63 m 43 0.7 - 20 6 4
EB64 f 46 14 + 85 29 6
EB65 f 77 0.1 + 80 96 0
EB68 m 65 0.5 + 4 2 5
EB71 f 66 50 + 52 14 7
EB73 m 68 0.8 + 90 48 6
EB74 f 71 17 + 45 27 6
EB88 f 62 10 + 90 170 6
EB89 f 62 0.1 - 40 11 4
EB96 m 67 0.4 + 68 76 4
EB103 f 54 0.1 + 60 18 5
EB108 f 72 45 + 70 71 7
EB133 f 76 0.1 + 39 3 3
EB137 m 49 10 + 38 5 5
EB141 f 73 0.1 + 57 14 5
EB146 f 54 0.5 + 21 7 6
EB148 f 54 0.3 + 25 31 4
EB149 f 46 0.2 + 36 23 4
EB153 m 60 11 + 36 24 6
EB159 f 44 0.8 - 36 26 2
EB164 f 27 0.1 - 7 5 0
* : in Jahren, zum Zeitpunkt der Operation m : männlich
RF : Rheumafaktor w : weiblich
BSG : Blutkörperchensenkungsgeschwindigkeit  + : positiv
CRP : C-reaktives Protein (normale Konzentration: <5 mg/l)   - : negativ
Tabelle A2: Primersequenzen und sequenzspezifische PCR-Bedingungen für die NIRCA-Fragmentsynthese und für die
   Synthese der Fragmente zur Klonierung der mutierten Fragmente und der Wildtyp-Kontrollen in pUC19.
Primeraufbau:
Primer upstream: T7-RNA-Polymerase-Bindungsstelle + Eco RI-Schnittstelle + Primer-Bindungsstelle
Primer downstream: T7-RNA-Polymerase-Bindungsstelle + Bam HI-Schnittstelle + Primer-Bindungsstelle
DNA-Abschnitt Primer upstream (5´→3´) Primer downstream (3´→5´) Produkt
(in bp)
Amplifikationsprotokoll
(45 Zyklen)
cjun-Promotor I 5´- AGAGCCTGGTCTCCAGCCGCCCC - 3´
(Position: -779)
5´- TGCCCGTTGCTGGACTGGATTATC -3´
(Position: +260)
1039
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 60°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
cjun-Promotor II 5´- ACCGTCGCTCCTGAA -3´
(Position: -1736)
5´- GCCACTTGTCTCCGGGT -3´
(Position: -619)
1117
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 55°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
junB-Promotor I 5´- TCCTCCGTCCTGTGAAAATTCCAG -3´
(Position: -842)
5´- CGCTTTGAGACTCCGGTAGGGGTC -3´
(Position: +156)
1050
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 53°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
junB-Promotor II 5´- CCTGTGCCCTAATATGGGCGGC -3´
(Position: -1831)
5´- TCCCAGTATGTGCGAAGAAACC -3´
(Position: -640)
1192
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 56°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
junD-Promotor I 5´- AGATCGGTCGTACACAGCGGT -3´
(Position: -400)
5´- CAGCGTCAGCGCGTCCTTCTTCATC -3´
(Position: +156)
556
Denaturierung:  45 s, 95°C,
Primer annealing:  45 s, 59°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
junD-Promotor II 5´- CCATTCTATGCGAGGCCCTGTCA -3´
(Position: -1629)
5´- GCGTGATGGGCCCGGGCCAC -3´
(Position: -438)
1192
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 57,8°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
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cfos-Promotor I 5´ - CATATTAGGACATCTGCGTC - 3´
(Position: -468)
5´- CTGCGCGTTGACAGGCGAGCC -3´
(Position: +141)
609
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 56°C,
Amplifikation: 90 s, 72°C
cfos-Promotor II 5´ - CACCCCCTTCAAATGTCTTC - 3´
(Position: -1109)
5´- GGTTTCGGGGATGGCT -3´
(Position: -395)
715
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 45,5°C,
Amplifikation: 90 s, 72°C
cfos-Promotor III 5´ - AGCCCCGTGTTCCAGGACGTG - 3´
(Position: -1410)
5´- AGACCTTCATCCCCTAACCTC -3´
(Position: -830)
581
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 60°C,
Amplifikation: 90 s, 72°C
cfos-Promotor IV 5´ - GTTCCACGAATCCCCGCCTC - 3´
(Position: -2008)
5´- AGGGTGGAGGACGGGGGCTG -3´
(Position: -1305)
704
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 65°C,
Amplifikation: 90 s, 72°C
junB
(codierende Region)
5´ - ATGTGCACTAAAATGGAACAG - 3´
(Position: +1)
5´- CAGGGGACGTTCAGAAGGCGTGT -3´
(Position: +1054) 1054
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 52°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
junD
(codierende Region)
5´ - ATGGAAACACCCTTCTACGGC - 3´
(Position: +1)
5´- CGGACTCAGTACGCGGGCACCTG -3´
(Position: +1049) 1049
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 60°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
Die Positionsangaben beziehen sich auf die erste Base des Primers.
Bindungsstelle für die T7-RNA-Polymerase (5´-Ende): 5´ - TAATACGACTCACTATAGGG - 3´
Bindungsstelle für die Eco RI-Restriktionsendonuklease: 5´ - GAATTC - 3´
Bindungsstelle für die Bam HI-Restriktionsendonuklease: 5´ - GGATCC - 3´
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Tabelle A3: Primersequenzen und sequenzspezifische PCR-Bedingungen für die Synthese der Fragmente zur Klonierung der Promotorabschnitte in den Vektor pUBT-luc.
Primeraufbau:
Primer upstream: Not I-Schnittstelle + Primer-Bindungsstelle
Primer downstream: Hind III-Schnittstelle + Primer-Bindungsstelle
DNA-Abschnitt Primer upstream (5´→3´) Primer downstream (3´→5´) Produkt
(in bp)
Amplifikationsprotokoll
(45 Zyklen)
cjun-Promotor I 5´- AGAGCCTTGTCTCCAGCCGGCCCC - 3´
(Position: -779)
5´- AGAACAGTCCGTCACTTCAC  -3´
(Position: -1)
779
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 58°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
cjun-Promotor II 5´- ACCGTCGCTCCTGAA -3´
(Position: -1736)
5´- GCCACTTGTCTCCGGGT –3´
(Position: -619)
1118
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 50°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
junB-Promotor I 5´- TCCTCCGTCCTGTGAAAATTCCAG -3´
(Position: -842)
5´- CCGGGCGGCCCAGGCGGTCTG -3´
(Position: -1)
842
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 56°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
cfos-Promotor I 5´ - CATATTAGGACATCTGCGTC - 3´
(Position: -468)
5´- CGTGGCGGTTAGGCAAAGCCG -3´
(Position: -1) 468
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 50°C,
Amplifikation: 90 s, 72°C
Die Positionsangaben beziehen sich auf die erste Base des Primers.
Im Falle der direkt vor dem Startcodon liegenden Promotorsbschnitte wurden andere Primer als für die NIRCA-Fragmentsynthese gewählt, da diese Primer ebenfalls ein Stück
der codierenden Sequenz der jun-/fos-Gene amplifiziert hätten. Dies wurde vermieden, um Störungen der Luziferase-Expression (z. B. durch eine Verschiebung des Leserasters
der Luziferase) vorzubeugen.
Bindungsstelle für die Not I-Restriktionsendonuklease: 5´ - GCGGCCGC - 3´
Bindungsstelle für die Hind III-Restriktionsendonuklease: 5´ - AAGCTT - 3´
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Tabelle A4: Primersequenzen und sequenzspezifische PCR-Bedingungen für die (asymmetrische) Synthese der ArrayTube-Fragmente.
DNA-Abschnitt Primer upstream (5´→3´) Primer downstream (3´→5´) Produkt
(in bp)
Amplifikationsprotokoll
(45 Zyklen)
cjun-Promotor I 5´- AGAGCCTGGTCTCCAGCCGCCCC - 3´
(Position: -779)
5´- TGCCCGTTGCTGGACTGGATTATC -3´
(Position: +260)
1039
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 60°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
cjun-Promotor II 5´- ACCGTCGCTCCTGAA -3´
(Position: -1736)
5´- GCCACTTGTCTCCGGGT –3´
(Position: -619)
1118
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 50°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
junB-Promotor I 5´- TCCTCCGTCCTGTGAAAATTCCAG -3´
(Position: -842)
5´ -CGCTTTGAGACTCCGGTAGGGGTC-3´
(Position: +156)
1050
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 53°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
cfos-Promotor I 5´ - CATATTAGGACATCTGCGTC - 3´
(Position: -468)
5´- CTGCGCGTTGACAGGCGAGCC -3´
(Position: +141)
609
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 56°C,
Amplifikation: 90 s, 72°C
cjun
(codierende Region)
5´ - CGTGAAGTGACGGACTGTTCT - 3´
(Position: -21)
5´- TCTTCAAAATGTTTGCAACTG - 3´
(Position: +999)
1020
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 52°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
cfos
(codierende Region)
5´ - ATGATGTTCTCGGGCTTCAA - 3´
(Position: +1)
5´- GGTGCGACGACCGGGACACT - 3´
(Position: +2501)
2501
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 52°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
Die Positionsangaben beziehen sich auf die erste Base des Primers.
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Tabelle A5: Primersequenzen und genspezifische PCR-Bedingungen für die Synthese der Fragmente zur Klonierung der externen Standards (für die „real-time“ PCR).
Primeraufbau:
Primer upstream: Eco RI-Schnittstelle + Primer-Bindungsstelle
Primer downstream: Bam HI-Schnittstelle + Primer-Bindungsstelle
DNA-Abschnitt Primer upstream (5´→3´) Primer downstream (3´→5´) Produkt
(in bp)
Amplifikationsprotokoll
(40 Zyklen)
gapdh 5´- CGGAGTCAACGGATTTGG - 3´
(Position: +18)
5´- AGCCTTCTCCATGGTGGTG -3´
(Position: +324)
307
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s,  52°C,
Amplifikation: 120 s, 72°C
cjun 5´- CGTGAAGTGACGGACTGTTC -3´
(Position: -21)
5´- TCTTCAAAATGTTTGCAACTG -3´
(Position: +1017)
1038
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 52°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
junB 5´- ATGTGCACATAAAATGGAACAG -3´
(Position: +1)
5´- GGGGACGTTCAGAAGGCGTGT -3´
(Position: +1052)
1052
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s,  56°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
cfos* 5´ - ATGATGTTCTCGGGCTTCAA - 3´
(Position: +1)
5´- GGTGCGACGACCGGGACACT -3´
(Position: +2501)
1143
Denaturierung:  45 s, 95°C,
Primer annealing:  45 s, 52°C,
Amplifikation: 180 s, 72°C
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auf-1 5´ - ATGTCGGAGGAGCAGTTCGG - 3´
(Position: +1)
5´- TCCTCGTTCTTACTGGCGTC -3´
(Position: +224)
224
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 63°C,
Amplifikation: 120 s, 72°C,
ttp 5´ - AGCCTCCTGTCGCTGAGCCC - 3´
(Position: +839)
5´- AGGTCCGACATAGCTCAGTC -3´
(Position: +1148)
310
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 63°C,
Amplifikation: 120 s, 72°C,
huR 5´ - ATGTCTAATGGTTATGAAGAC - 3´
(Position: +1)
5´- GCTACTTTATCCCGAATAAG -3´
(Position: +170)
170
Denaturierung: 45 s, 95°C,
Primer annealing: 45 s, 53°C,
Amplifikation: 120 s, 72°C,
*amplifiziert aus der cDNA; ergibt durch den Wegfall der Introns ein kürzeres Produkt bei Amplifikation aus genomischer DNA.
Die Positionsangaben beziehen sich auf die erste Base des Primers.
Bindungsstelle für die Eco RI-Restriktionsendonuklease: 5´ - GAATTC - 3´
Bindungsstelle für die Bam HI-Restriktionsendonuklease: 5´ - GGATCC - 3´
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Tabelle A6: Primersequenzen und genspezifische „real-time“ PCR-Bedingungen.
Gen Primer upstream (5´→3´) Primer downstream (3´→5´) Produkt
(in bp)
Amplifikationsprotokoll
(50 Zyklen)
Aufnahme der
Schmelzkurve
(1 Zyklus)
gapdh 5´- CGGAGTCAACGGATTTGG - 3´
(Position: +18)
5´- AGCCTTCTCCATGGTGGTG  -3´
(Position: +324)
307
Denaturierung: 5 s, 95°C,
Primer annealing: 10 s, 53°C,
Amplifikation: 20 s, 72°C,
zusätzlicher Heizschritt*: 5 s, 77°C
Abkühlen:
15 s, 58°C
cjun 5´- GCAACTTCAACCCAGGCGCGCTGA -3´
(Position: +521)
5´- TCTTCAAAATGTTTGCAACTG -3´
(Position: +996)
476
Denaturierung: 15 s, 95°C,
Primer annealing: 10 s, 55°C,
Amplifikation: 30 s, 72°C,
zusätzlicher Heizschritt*: 5 s, 82°C
Abkühlen:
15 s, 60°C
junB 5´- GAGCTCGTACCCGACGACCAC -3`
(Position: +615)
5´- TTCCGCAGCCGCTTGCGCTCCAC -3´
(Position: +833)
219
Denaturierung: 15 s, 95°C,
Primer annealing: 10 s, 60°C,
Amplifikation: 13 s, 72°C,
zusätzlicher Heizschritt*: 5 s, 87°C
Abkühlen:
15 s, 72°C
junD 5´- GCCGCCTCCAAGTGCCGCAAG -3´
(Position: +841)
5´- CGGACTCAGTACGCGGGCACCTG -3´
(Position: +1048)
208
Denaturierung: 10 s, 95°C,
Primer annealing: 10 s, 63°C,
Amplifikation: 15 s, 72°C,
zusätzlicher Heizschritt*: 5 s, 85°C
Abkühlen:
15 s, 68°C
cfos 5´- AGACATGGACCTATCTGGGTCCT -3´
(Position: +2228)
5´- TGTAATGCACCAGCTCGGGCAGTG -3´
(Position: +2563)
336
Denaturierung: 5 s, 95°C,
Primer annealing: 10 s, 58°C,
Amplifikation: 25 s, 72°C,
zusätzlicher Heizschritt*: 5 s, 83°C
Abkühlen:
15 s, 68°C
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auf-1 5´- ATGTCGGAGGAGCAGTTCGG -3´
(Position: +1)
5´- TCCTCGTTCTTACTGGCGTC -3´
(Position: +224)
224
Denaturierung: 5 s, 9 5°C,
Primer annealing: 10 s, 6 3°C,
Amplifikation: 15 s, 72°C,
zusätzlicher Heizschritt*: 5 s, 73°C
Abkühlen:
15 s, 68°C
ttp 5´- AGCCTCCTGTCGCTGAGCCC -3´
(Position: +839)
5´- AGGTCCGACATAGCTCAGTC -3´
(Position: +1148)
310
Denaturierung: 5 s, 95°C,
Primer annealing: 10 s, 63°C,
Amplifikation: 15 s, 72°C,
zusätzlicher Heizschritt*: 5 s, 73°C
Abkühlen:
15 s, 68°C
huR 5´- ATGTCTAATGGTTATGAAGAC -3´
(Position: +1)
5´- GCTACTTTATCCCGAATAAG -3´
(Position: +170)
170
Denaturierung: 5 s, 95°C,
Primer annealing: 10 s, 53°C,
Amplifikation: 10 s, 72°C,
zusätzlicher Heizschritt*: 5 s, 73°C
Abkühlen:
15 s, 58°C
Die Positionsangaben beziehen sich auf die erste Base des Primers.         * zusätzlicher Heizschritt zum Aufschmelzen von Primerdimeren
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Tabelle A7: Sequenzen der für das Pyrosequencing eingesetzten Primer.
Für das Pyrosequencing der einzelnen Positionen wurde jeweils entweder ein „upstream“- oder ein „downstream“-Primer eingesetzt.
Sequenzierte Position Primer upstream (5´→3´) Primer downstream (3´→5´)
cjun -1710 5´- CCTGAACTTGACCGAG - 3´
(Position: -1727)
cjun -1676 5´- GCGGTCTCCGAGAGT -3´
(Position: -1660)
cjun +604 5´- CCTGGCCTTTCCC - 3´
(Position: +587)
cfos -135 5´- GCATCTGCAGCGAG - 3´
(Position: -151)
cfos -60 5´- CCTACCCAGCTCTGCT- 3´
(Position: -76)
Die Positionsangaben beziehen sich auf die erste Base des Primers.
Tabelle A8: Layout des zur Optimierung der Versuchsbedingungen eingesetzten
DNA-Microarrays RHEUMA_1.
Die Definition der Sonden-Nummern ist in Tabelle A10 niedergelegt.
Tabelle A9: Layout des zur Analyse der Patienten- und Kontrollproben eingesetzten
DNA-Microarrays RHEUMA_3
Die Definition der Sonden-Nummern ist in Tabelle A11 niedergelegt.
48 46 46 47 47 48
41 41 42 42 43 43 44 44 45 45
48 36 36 37 37 38 38 39 39 40 40 48
48 31 31 32 32 33 33 34 34 35 35 48
26 26 27 27 28 28 29 29 30 30 48
21 21 22 22 23 23 24 24 25 25 48
16 16 17 17 18 18 19 19 20 20 48
11 11 12 12 13 13 14 14 15 15 48
6 6 7 7 8 8 9 9 10 10
48 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 48
114 106 107 108 109 110 111 112 113 114
91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105
114 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 114
114 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 114
46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 114
31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 114
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 114
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 114
106 107 108 109 110 111 112 113
91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103 104 105
76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90
61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75
46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45
16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
114 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 114
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Tabelle A10: Definition der Sonden-Spots auf dem DNA-Microarray RHEUMA_1.
Sonden-Nummer Gen Position auftretendes Nukleotid Wildtyp (wt) / Mutante (M)
1 cfos +1573 C M
2 cfos +1573 T wt
3 cfos -1073 A wt
4 cfos -1073 C M
5 cfos -1106 A M
6 cfos -1106 C wt
7 cfos -355 A M
8 cfos -355 C wt
9 cjun -1697 C M
10 cjun -1697 G wt
11 cjun -1710 C M
12 cjun -1710 T wt
13 cjun -1968 C wt
14 cjun -1968 T M
15 cfos
  +1113/
  +1119/
  +1125
C
A
A
wt
wt
M
16 cfos
  +1113/
  +1119/
  +1125
C
A
G
wt
wt
wt
17 cfos
  +1113/
  +1119/
  +1125
C
G
A
wt
M
M
18 cfos
  +1113/
  +1119/
  +1125
G
A
A
M
wt
wt
19 cfos -1382 G M
20 cfos -1382 T wt
21 cfos -239 A M
22 cfos -239 C wt
23 cfos -392 C M
24 cfos -392 T wt
25 cfos  -647/
 -650
A
C
M
wt
26 cfos  -647/
 -650
C
C
wt
wt
27 cfos  -647/
 -650
C
G
wt
M
28 cjun +211 A M
29 cjun +211 C wt
30 cjun +604 CAG wt
31 cjun +604 (deletiert) M
32 cjun +706 C wt
33 cjun +706 T M
34 cjun +890 C wt
35 cjun +890 T M
36 cjun -1194 A wt
xxxix
37 cjun -1194 G M
38 cjun -1218 A M
39 cjun -1218 G wt
40 cjun -1274 A M
41 cjun -1274 G wt
42 cjun -1351 C M
43 cjun -1351 G wt
44 cjun -1676 C M
45 cjun -1676 G wt
46 cjun -1791 A wt
47 cjun -1791 G M
48 Biotin-Spot
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Tabelle A11: Definition der Sonden-Spots auf dem DNA-Microarray RHEUMA_3.
Sonden-Nummer Gen Position auftretendes Nukleotid Wildtyp (wt) / Mutante (M)
1 cfos -1382 G M
2 cfos -1382 T wt
3 cfos -1073 A wt
4 cfos -1073 C M
5 cfos -1106 A M
6 cfos -1106 C wt
7 cfos  -647/
 -650
A
C
M
wt
8 cfos  -647/
 -650
C
C
wt
wt
9 cfos  -647/
 -650
C
G
wt
M
10 cfos -392 C M
11 cfos -392 T wt
12 cfos -355 A M
13 cfos -355 C wt
14 cfos -239 A M
15 cfos -239 C wt
16 cfos -135 A M
17 cfos -135 T wt
18 cfos -135 C M
19 cfos -135 T M
20 cfos -135 A wt
21 cfos -135 C M
22 cfos -60 C wt
23 cfos -60 T M
24 cfos +2145 C wt
25 cfos +2145 G M
26 cfos +1005 T M
27 cfos +1005 C wt
28 cfos
  +1113/
  +1119/
  +1125
C
A
A
wt
wt
M
29 cfos
  +1113/
  +1119/
  +1125
C
A
G
wt
wt
wt
30 cfos
+1113/
+1119/
+1125
C
G
A
wt
M
M
31 cfos
+1113/
+1119/
+1125
G
A
A
M
wt
wt
32 cfos +1573 C M
33 cfos +1573 T wt
34 cfos +2280 A M
35 cfos +2280 G wt
36 cfos +2280 G M
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37 cfos +2280 A M
38 cfos +2280 G wt
39 cfos +2280 T wt
40 cjun -1968 C wt
41 cjun -1968 T M
42 cjun -1791 A wt
43 cjun -1791 G M
44 cjun -1710 C M
45 cjun -1710 T wt
46 cjun -1697 C M
47 cjun -1697 G wt
48 cjun -1676 C M
49 cjun -1676 G wt
50 junB -1524 A M
51 junB -1524 G wt
52 cjun -1351 C M
53 cjun -1351 G wt
54 cjun -1274 A M
55 cjun -1274 G wt
56 cjun -1218 A M
57 cjun -1218 G wt
58 cjun -1194 A wt
59 cjun -1194 G M
60 cjun -945 A M
61 cjun -945 C wt
62 cjun -823 A wt
63 cjun -823 deletiert M
64 cjun -826 C wt
65 cjun -826 T M
66 cjun -703 G wt
67 cjun -703 T M
68 cjun -605 C wt
69 cjun -605 G M
70 cjun -526 C M
71 cjun -526 G wt
72 cjun -526 T M
73 cjun -526 G wt
74 cjun -526 C M
75 cjun -526 T M
76 junB -484 C wt
77 junB -484 G M
78 cjun -289 A wt
79 cjun -289 C M
80 cjun -174 G wt
81 cjun -174 T M
82 cjun -71 C wt
83 cjun -71 G M
84 cjun -64 A M
85 cjun -64 G wt
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86 cjun -32 A wt
87 cjun -32 G M
88 cjun +211 A M
89 cjun +211 C wt
90 junB +474 A M
91 junB +474 C wt
92 cjun +522 C wt
93 cjun +522 T M
94 cjun +604 CAG wt
95 cjun +604 (deletiert) M
96 cjun +706 C wt
97 cjun +706 T M
98 cjun +750 A M
99 cjun +750 G wt
100 cjun +890 C wt
101 cjun +890 T M
102 TNFRII +25807 G M
103 TNFRII +25807 T wt
104 TNFRII +25807 A M
105 TNFRII +25807 G M
106 TNFRII +25807 A M
107 TNFRII +25807 T wt
108 p53 +1395 A wt
109 p53 +1395 G M
110 p53 +1396 T M
111 p53 +1396 C wt
112 TNF -418 A M
113 TNF -418 G wt
114 Biotin-Spot
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Tabelle A12: Ablauf der einzelnen Versuchsschritte eines AT-Versuches.
Versuchsschritt Volumen Zeit Temperatur Schütteln
Prä-Inkubation des AT (2x)
mit Hybridisierungspuffer
500 µl 5 min 30°C 550 rpm
Denaturierung der
Hybridisierungslösung
(10 – 20 µl biotinyliertes
Template in Hybridisierungspuffer)
100 µl 5 min 95°C -
Abkühlung der Hybridisierungslösung - 2 min RT -
Hybridisierung 100 µl 16 h template-
abhängig
400 rpm
1. Waschen: 2 x SSC/0,2% SDS 500 µl 5 min 30°C 550 rpm
2. Waschen: 2 x SSC 500 µl 5 min 20°C 550 rpm
3. Waschen: 0,2 x SSC 500 µl 5 min 20°C 550 rpm
Blockierung mit 10% FCS
in 6 x SSPE/0,005% Triton
100 µl 10 min 30°C 550 rpm
Markierung
mit HRP-Streptavidin (1:10.000)
in 6 x SSPE/0,005% Triton
100 µl 20 min 30°C 550 rpm
1. Waschen: 2 x SSC/0,01% Triton 500 µl 5 min 20°C 550 rpm
2. Waschen: 2 x SSC 500 µl 5 min 20°C 550 rpm
3. Waschen: 0,2 x SSC 500 µl 5 min 20°C 550 rpm
Enzymreaktion nach Zugabe
Von True Blue HRP-Substrat
100 µl - - -
Auswertung im AT-Reader - template-
abhängig
25°C -
Tabelle A13: Parametervariationen bei der Optimierung der AT-Versuch.
Parameter Durchgeführte Variationen
Probenkonzentration abhängig vom Fragment und der Fragmentsynthese
Hybidisierungspuffer SSPE, 3DNA
Hybridisierungsdauer 2h, 5h, 8h, 16h
Hybridisierungstemperatur 40°C, 45°C, 50°C, 53°C, 55°C, 60°C
Stärke des Schüttelns 400 rpm, 450 rpm, 500 rpm, 550 rpm
Waschpuffer 2 x SSC + 0,2% SDS, 2 x SSC + 0,01% Triton
Zusammensetzung der Blockierungslösung Milchpulver, FCS; gelöst in 6 x SSPE + 0,1% SDS oder 6 x SSPE + 0,005% Triton
Konzentration der Blockierungslösung 5% , 10%, 20%
Inkubationszeit der Blockierung 10 min, 15 min, 20 min, 30 min
Zusammensetzung der Markierungslösung HRP-Streptavidin; 1:100 vorverdünnt in PBS, SSPE, 3DNA; verdünnt in SSPE, 3DNA
Konzentration der Markierungslösung 1:5000, 1:10000
Inkubationszeit der Markierung 10 min, 15 min, 20 min, 30 min
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Anhang B: Anhang zu den Ergebnissen
Abbildung B1: Spearman-Rank Korrelationsanalyse der (A) mRNA- und der (B) Proteinexpression der jun-
und fos-proto-Onkogene in der Synovialmembran von NK/GT (mRNA: n = 14; Protein: n =
11) und RA-Patienten (mRNA: n = 24; Protein: n = 13).
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